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  L’Evolution du Vivant a été marquée par le passage d’organismes unicellulaires à des 
organismes beaucoup plus complexes. Les milliards de cellules constituant ces organismes 
sont organisés en tissus et en organes. Cette organisation implique que chaque cellule soit 
capable de percevoir son environnement, c’est-à-dire d’une part les cellules voisines, mais 
aussi la matrice extracellulaire (MEC). Cette dernière est la substance amorphe remplissant 
l’espace interstitiel entre les cellules. Elle est composée de protéines fibreuses qui lui 
confèrent ses propriétés mécaniques et de polysaccharides modifiés hautement hydratés qui 
constituent un gel amorphe. La MEC fournit aux cellules un support et une séparation 
physique mais aussi un moyen de communication intercellulaire puisque de nombreuses 
protéines, facteurs de croissance et autres chémokines y sont présents. 
 La cellule est capable de se doter de structures assurant son adhérence sur la MEC. De 
l’adhérence cellulaire sont dépendants de nombreux processus majeurs comme la migration, 
la différenciation ou la survie cellulaire. De ce fait, l’adhérence se doit d’être un processus 
dynamique rendant la cellule apte à répondre aux changements de son environnement mais lui 
permettant aussi d’interagir directement avec lui. La morphologie et la composition des sites 
de contact entre la cellule et la matrice sont hautement dépendantes du type cellulaire et de la 
matrice considérée. On retrouve néanmoins au cœur de toutes ces structures adhésives des 
récepteurs de surface, les intégrines (Hynes et al., 1989), nommées du fait de leur capacité à 
intégrer les signaux issus de l’extérieur de la cellule pour moduler de nombreuses voies de 
signalisation cruciales à l'organisation du cytosquelette et au devenir cellulaire (Hynes, 1992; 
Hynes, 2002).   
 La famille des intégrines a fait l’objet d’un intérêt particulier aux cours de ces 
dernières décennies. En effet, il a été démontré très tôt leur implication dans de nombreux 
processus pathologiques tels que la thrombose, le cancer ou l’inflammation. La preuve a 
rapidement été faite que des peptides ou des anticorps dirigés contre les intégrines avaient un 
fort potentiel thérapeutique. Depuis lors de nombreux anticorps, peptides et autres petites 
molécules de synthèse ont été créés et étudiés pour leur activité contre les intégrines. La 
résolution de la structure des intégrines a grandement aidé l’avancée des investigations 
pharmacologiques. De même, certaines des molécules développées ont aidé à la 
compréhension de la fonction des intégrines. 
 Cette grande famille de récepteurs est aujourd’hui encore regardée comme une cible 
thérapeutique prometteuse. Les investigations pharmacologiques et cliniques ont permis de 
mieux cerner les impératifs auxquels doivent répondre les antagonistes des intégrines pour 
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présenter une activité thérapeutique optimale. Certains d’entre eux (majoritairement des 
peptides ou des anticorps) sont d’ailleurs dans des phases avancées de tests cliniques. 
 Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre du développement de petites molécules 
capables de bloquer l’interaction cytoplasmique des intégrines avec leurs partenaires. Cette 
approche a été initiée au sein de l'équipe 1 de l'institut Albert Bonniot par la mise en place 
d’un criblage à haut débit de petites molécules capables de moduler l’interaction entre la 
queue cytoplasmique purifiée de la sous-unité β1 avec son inhibiteur protéique, ICAP-1, et 
s’est poursuivie par la collaboration avec le chimiste Benoît Joseph. Ce travail de thèse 
s’inscrit donc à l’interface entre la Chimie et Biologie cellulaire, normale et pathologique. 
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I- LES INTEGRINES : INTERFACES ENTRE L’EXTERIEUR ET 
L’INTERIEUR DE LA CELLULE 
 
 Les organismes vivants multicellulaires sont organisés en tissus où la densité cellulaire 
est plus ou moins importante. Chez les animaux, une cellule n’est pas uniquement entourée 
d’autres cellules, mais aussi d’une substance interstitielle appelée matrice extracellulaire 
(MEC) sécrétée et organisée par les cellules elles-mêmes. Cette dernière est principalement 
composée de protéines fibreuses organisées en réseaux et de polysaccharides hautement 
hydratés. Afin d’appréhender leur environnement, les cellules ont développé des récepteurs 
membranaires capables d’interagir avec ce dernier. La famille des intégrines est le principal 
moyen d’interaction entre la cellule et la matrice extracellulaire. 
 Cette famille de protéines transmembranaires hétérodimériques est vaste : elle se 
compose chez le mammifère de 18 sous-unités α et de 8 sous-unités β pouvant former jusqu’à 
24 hétérodimères différents. Il est à noter que des variants de ces hétérodimères peuvent être 
issus de l’épissage alternatif, ajoutant ainsi à la complexité de cette famille protéique. Le 
patron d’expression de ces hétérodimères varie, certains étant spécifiques d'un type cellulaire 
(αIIbβ3 par exemple est spécifiquement exprimé en surface des cellules hématopoïétiques) ; ils 
sont capables d’interagir avec une ou plusieurs protéines de la matrice extracellulaire. 
Plusieurs sous-familles d’intégrines peuvent ainsi interagir avec un même ligand, mais cette 
liaison n’a pas nécessairement la même fonction selon l’hétérodimère impliqué. 
 L’environnement extracellulaire conditionne fortement le devenir d’une cellule. De 
même, une cellule peut influencer la matrice qui l’entoure. Cette communication 
bidirectionnelle est assurée soit par activité enzymatique soit par action mécanique. Ainsi, une 
cellule ayant acquis un phénotype cancéreux est-elle capable de se frayer un chemin dans la 
matrice de son tissu d’origine, de s’en extraire et de s’adapter à une autre matrice lors du 
processus de métastase. Une très large majorité des actions exercées par la matrice sur les 
cellules, ou inversement, sont directement ou indirectement liées aux intégrines. 
 I.1 – Activation des intégrines  
 Structure générale des intégrines 
 La première structure du domaine extracellulaire de l’intégrine αvβ3 a été résolue il y a 
une dizaine d’années (Xiong et al., 2001), rapidement suivie par la structure de ce même 
domaine en complexe avec un ligand peptidique de séquence consensus RGD (Xiong et al., 
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2002). De nombreuses autres structures ont été publiées depuis, et l’homologie entre les 
différentes structures a conduit à un modèle généralement admis des différentes 
conformations adoptées par le domaine extracellulaire des intégrines, même s’il est évident 
que certaines spécificités se dessinent en fonction de la sous-famille considérée. Le domaine 
cytoplasmique quant à lui a été cristallisé en interaction avec des partenaires mais les 
tentatives de le cristalliser seul se sont conclues par des résultats hétérogènes, suggérant qu’il 
est peu contraint structuralement en absence d’interacteur. 
 Les domaines extracellulaires comptent environ 1000 acides aminés alors que les 
domaines transmembranaires et cytoplasmiques sont beaucoup plus courts, d’une vingtaine et 
d’une cinquantaine de résidus respectivement, sauf dans le cas de la sous-unité β4 dont le 
domaine cytoplasmique compte un millier d’acides aminés. La figure 1 présente de façon 
schématique les différents domaines structuraux portés par la partie extracellulaire des 
intégrines. 
 
Figure 1 : Représentation générale des intégrines. Le domaine α-1 n’est pas présent sur toutes les 
sous-unités α; quand il est présent, il assure l’interaction entre l’intégrine et son ligand. Sinon, c’est le 
β – propeller qui est responsable de l’interaction. Sur la sous-unité β, c’est le domaine β-1 (homologue 
structurel d’α-1) qui assure l’interaction. Les jonctions entre les domaines entourées en orange sont 
flexibles et permettent le repliement des intégrines (Adapté de Campbell, et al.,  2011).  
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 Les études en microscopie électronique ont montré que les domaines extracellulaires 
des intégrines pouvaient adopter différentes conformations (Springer, 2002). Il existe 
également des anticorps reconnaissant des épitopes spécifiques d'une conformation donnée 
des intégrines (Humphries, 2004). Il a de plus été montré qu’en fonction de leur conformation, 
les intégrines avaient une affinité variable pour leurs ligands. C’est pourquoi le concept 
« d’activation » des intégrines a été introduit. Contrairement au sens habituel du terme qui 
traduit la signalisation découlant de l’interaction avec le ligand, ici on parle d’activation pour 
désigner le passage des intégrines d’une conformation « inactive » ou de « basse affinité » où 
le domaine extracellulaire est replié contre la membrane à une conformation « active » ou de 
« haute affinité » où les domaines extracellulaires sont déployés et peuvent interagir avec les 
protéines de la matrice extracellulaire (Figure 1). 
 Changements conformationnels lors de l’activation 
 Comme le montre la Figure 1, il existe sur les domaines extracellulaires des zones plus 
ou moins rigides (les zones flexibles sont entourées en orange) qui sont capables d’adopter 
différentes conformations afin de permettre aux intégrines de se replier vers la 
membrane. Dans ce cas de figure, les domaines d’interaction avec la matrice, à savoir le -
propeller pour la sous-unité  et le domaine -I inséré dans le domaine hybride pour , sont 
« cachés » par les autres domaines contre la membrane cellulaire et ne peuvent pas ou  peu 
interagir avec leurs ligands. A l’inverse, ces domaines peuvent se déployer pour interagir avec 
la MEC, les sites de liaison de chaque sous-unité interagissant alors avec une séquence 
spécifique du ligand. Dans le cas de la sous-unité  cette liaison est due à une interaction 
entre acides aminés alors que c’est un ion divalent inséré dans le domaine -I qui va coordiner 
le ligand et ainsi permettre l’interaction sur la sous-unité . Il est à noter que les ions 
magnésium (Mg2+) et manganèse (Mn2+) sont activateurs de l’interaction alors que le calcium 
(Ca2+) est inhibiteur.  
 Les changements conformationnels ne se limitent pas à la partie extracellulaire des 
intégrines. Les domaines transmembranaires sont stabilisés sous forme de complexe à l’état 
inactif, puis se séparent lors de l’activation (Campbell and Humphries, 2011); il a été 
démontré par mutagenèse dirigée ou par pontage des deux sous-unités par liaison disulfure 
que certaines interactions entre les domaines transmembranaires d’α et de  sont essentielles 
au maintien de la structure de basse affinité (Zhu et al., 2009). Les domaines cytoplasmiques 
ne sont pas ou peu structurés à l’état inactif. Leurs interactions sont alors de nature 
hydrophobique ou électrostatique. Un pont salin formé par une arginine sur la sous unité  et 
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un aspartate de la sous-unité  au niveau de leur région membrane proximale est nécessaire 
pour contraindre l’ensemble de l’intégrine dans sa conformation repliée.  La rupture de ce 
pont salin se traduit par des arrangements conformationnels encore mal élucidés pour certains 
et préalables au passage en haute affinité. 
 Signalisations entrante et sortante 
 La communication médiée par les intégrines peut être initiée depuis l’intérieur ou 
l’extérieur de la cellule (Calderwood, 2004; Hynes, 2002). On appelle les deux processus 
respectivement signalisations sortante et entrante, résumés sur la Figure 2. Dans le premier 
cas, un agoniste des intégrines est activé, par exemple le récepteur PAR-1 par la thrombine. 
Ce récepteur active en retour une voie signalisation passant par la Protéine Kinase C (PKC) et 
par la GTPase Rap-1 pour permettre le recrutement à la membrane plasmique de la taline, un 
activateur des intégrines qui sera décrit ultérieurement (section I-3). La liaison de la taline au 
domaine cytoplasmique de  provoque la rupture du pont salin entre  et , ce qui propage les 
changements conformationnels précédemment décrits aux domaines extracellulaires de 
l’intégrine, maximisant ainsi son potentiel d’interaction avec les protéines de la matrice 
extracellulaire (Hu and Luo). 
 Bien que peu d’intégrines adoptent spontanément une conformation active sur une 
cellule dans des conditions physiologiques, elles sont capables d’initier la communication 
entrante. Dans cette dernière, une intégrine se lie à la MEC. Cette liaison provoque la 
stabilisation de la conformation et la diffusion latérale d’autres hétérodimères vers l’intégrine 
engagée, ce qui augmente l’avidité des intégrines pour leurs ligands de la MEC. Les clusters 
ainsi formés vont initier la formation de structures d’adhérence qui seront décrites plus loin 
(voir section II.1). 
 Quelque soit le sens de la communication via les intégrines, cette dernière est toujours 
médiée par les mêmes interacteurs extracellulaires et intracellulaires. De même, ces deux 
types de signalisation influencent les mêmes processus biologiques tels que l’adhérence, la 
migration, la polarité et la différenciation cellulaires. 
 I.2 – Partenaires extracellulaires des intégrines 
 Les ligands extracellulaires des intégrines sont variés. En effet, les intégrines sont 
capables de lier des récepteurs impliqués dans la communication cellule-cellule et certains 
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Figure2 : Différents types de communication initiés par la cellule. (A) Signalisation entrante initiée 
par la liaison d’une intégrine avec la MEC. S’ensuit le regroupement de plusieurs hétérodimères, 
l’augmentation de l’avidité envers la matrice et le recrutement de la plateforme protéique 
cytoplasmique liant les intégrines au cytosquelette. (B)  Signalisation sortante initiée par l’activation 
de récepteurs agonistes qui activent en retour une signalisation Rap-1/PKC dépendante permettant le 
recrutement à  la membrane de la taline, sa liaison à la sous-unité β et le passage en haute affinité de 
l’intégrine après rupture du pont salin (signalé par une surbrillance rouge). La surbrillance indique une 
interaction électrostatique: queues cytoplasmiques des intégrines, domaines fibrillaires dans le dimère 
de taline, charges positives domaines F2 (rouge) et F3 (violet) de la taline avec la membrane 
cytoplasmique. 
microorganismes et virus s’en servent pour faciliter leur entrée dans la cellule (Plow et al., 
2000). Cependant, comme elles ont un rôle prédominant dans l’attachement cellulaire sur la 
matrice,  beaucoup de leurs ligands sont des protéines fibreuses de cette dernière (Table 1). 
Chaque hétérodimère est capable de lier plusieurs protéines de la matrice. Sur ces protéines, la 
reconnaissance se fait via de courtes séquences peptidiques comme la séquence RGD 
(Arginine-Glycine-Acide aspartique), impliquée dans la reconnaissance de protéines 
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matricielles telles que la fibronectine et la vitronectine. Souvent, ce sont les quelques acides 
aminés de part et d’autre de cette séquence, la structure tridimensionnelle du ligand, ou des 
spécificités structurales des domaines de liaison des intégrines qui assurent la reconnaissance 
sélective des ligands. Dans le cas de la fibronectine, le « site synergique » assurant la 
spécificité de l’interaction se trouve même sur un domaine autre que celui portant le motif 
RGD. 
 La matrice extracellulaire se compose principalement d’eau, de protéines fibrillaires et 
de polysaccharides modifiés (les glycosaminoglycanes, GAGs). C’est une structure 
dynamique, remodelée par l’activité enzymatique ou/et par les forces mécaniques exercées 
par les cellules. Elle est à l’origine de signaux biophysiques et biochimiques jouant sur la 
morphogenèse des tissus, la différenciation cellulaire ou l’homéostase (Frantz et al., 2010). Sa 
composition et ses propriétés chimiques et physiques sont dépendantes du tissu considéré.  
 La MEC sert de support et de séparation physique aux cellules et elle leur tient lieu de 
moyen de communication. En effet, de nombreux facteurs de croissance et autres chémokines 
y sont sécrétés. Les protéoglycanes, composés de polymères linéaires de disaccharides (GAG) 
couplés à une protéine cœur, sont hautement hydratés et sont capables de stocker et de réguler 
la diffusion de ces  protéines hydrosolubles. Dans certains cas, l’activation des récepteurs aux 
facteurs de croissance nécessite même la présentation des facteurs de croissance directement 
liés aux protéoglycanes. Ainsi l’activation du FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) par 
le FGF n’est réalisée que si le FGF est lié à un composant des protéoglycanes, le sulfate 
d’héparane  qui sert donc de cofacteur à l’activation du FGFR (Mohammadi et al., 2005). 
 La signalisation cellulaire liée à la MEC trouve son origine dans l’interaction directe 
de certaines protéines matricielles avec des récepteurs membranaires ou dans la stimulation 
des récepteurs aux facteurs de croissance par ces derniers. Alors que la MEC a longtemps été 
perçue comme un réservoir à facteurs de croissance libérés par dégradation matricielle, des 
exemples bien caractérisés de régulation de voies de signalisation comme celle du TGF- 
(Transforming Growth Factor) par des protéines matricielles amènent à reconsidérer la 
fonction de la MEC (Hynes, 2009). Par ailleurs, il est aujourd’hui connu que les signalisations 
dépendantes des intégrines et des facteurs de croissance communiquent souvent entre elles, 
même si dans la plupart des cas on ne sait si cette communication est imputable à une 
proximité des récepteurs sur la membrane ou à une régulation en aval des voies de 
signalisation. 
 Ainsi que le montre la table 1, les protéines matricielles sont nombreuses à interagir 
avec les intégrines : fibronectine, laminine, collagènes… Ici sont succinctement décrites les 
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Table 1 : Table récapitulative des ligands extracellulaires des intégrines en fonction des sous-familles 
considérées; les lignes surlignées en bleu présentent les protéines fibreuses de la MEC liant les 
intégrines (Adapté de Plow ,et al., 2000).  
protéines ayant servi de modèle de matrice dans la suite de cette étude :  
 Collagènes – La famille des collagènes est la plus abondante des protéines matricielles 
(Kadler et al., 2007).  Il s’agit d’une vaste famille comptant 28 membres, dont le collagène I 
est le plus représenté. L’unité de base est un homotrimère organisé en triple hélice stabilisée 
par des liaisons hydrogènes. De sa composition en collagène dépend la particularité 
fonctionnelle d’un tissu. Les collagènes sont capables de ponter d’autres protéines de la MEC 
et peuvent être organisés en feuillets ou en câbles. 
20 
 
 Fibronectine – La fibronectine est un homodimère ponté par des liaisons disulfures. 
Elle a un rôle essentiel dans l’organisation de la MEC et dans l’attachement cellulaire 
(Pankov and Yamada, 2002). Elle est organisée en fibrilles par les cellules et son déploiement 
mécanique dévoile des sites cryptiques d’auto-assemblage. Les fibres de fibronectine 
constituent un patron à partir duquel seront assemblées les fibres de collagène. 
 Vitronectine – La vitronectine est trouvée sous forme de monomère dans le sérum et 
sous forme d’homodimère lié covalement par des ponts disulfures dans la MEC. Elle promeut 
l’adhérence et l’étalement cellulaire. 
 I.3- Partenaires cytoplasmiques activateurs 
  La queue cytoplasmique des intégrines est capable de lier nombre de partenaires. 
Globalement, ces partenaires peuvent être classés en trois catégories: ils peuvent être des 
régulateurs de l’activation des intégrines comme la taline et la kindline, des protéines 
adaptatrices comme la vinculine ou l’-actinine qui vont permettre le lien entre les intégrines 
ou leurs partenaires directs avec le cytosquelette d’actine ou d’autres protéines, ou bien 
encore des enzymes qui affecteront la signalisation en aval des intégrines comme les tyrosines 
kinases FAK (Focal Adhesion Kinase) ou Src (Berrier and Yamada, 2007). Bien que courte, 
la queue cytoplasmique des intégrines possède de nombreux sites d’interaction (Figure 3) 
dont certains se superposent, ce qui suppose une régulation spatiotemporelle fine de ces 
interactions. Cette régulation permet une évolution dynamique des structures d’adhérence qui 
sera abordée ultérieurement (voir section II.1-).   
 Taline  
 La taline est unanimement reconnue comme l’activateur des intégrines. Cette  protéine 
de 270kDa (Figure 4) possède une queue fibrillaire de 220kDa portant plusieurs sites 
d’attachement à l’actine et une tête globulaire composée d’un domaine FERM (4.7, ezrin, 
radixin, moesin) capable d’interagir avec le domaine cytoplasmique de la sous-unité  des 
intégrines (Critchley and Gingras, 2008). La tête globulaire se compose de 3 sous-domaines 
F1 à F3 constituant le domaine FERM et d’un sous-domaine F0 homologue à l’ubiquitine. Il a 
été démontré que c’est l’interaction entre le domaine PTB (phosphotyrosine binding) "like" 
du sous-domaine F3 et la séquence NPxY membrane proximale de la queue cytoplasmique 
des intégrines qui est responsable de la rupture du pont salin entre les sous-unités des 
intégrines et donc à l’origine des réarrangements conformationnels provoquant leur passage 
en haute affinité (Calderwood et al., 2002; Wegener et al., 2007). Ainsi que le montre la 
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figure 4, la taline est capable de lier d’autres séquences sur la queue cytoplasmique des 
intégrines, ce qui pourrait expliquer qu’elle seule soit capable d’activer des intégrines alors 
que d’autres interacteurs, comme Dok1 dans le cas de 3, liant le même motif NPxY, soient 
incapables de provoquer la rupture du pont salin. Son interaction avec la membrane plasmique 
peut aussi augmenter les tensions mécaniques appliquées et participer à ce processus. 
 
Figure 3 : Sites d’interaction de la queue cytoplasmique de β3. Les lignes continues indiquent les 
partenaires de β3, la bande discontinue indique le site de liaison de l’inhibiteur de β1, ICAP-1 (la 
séquence de 1 étant KSAVTTVVNPKYEGK après le premier domaine NPXY). Les résidus aminés 
colorés en vert sont insérés dans la membrane, ceux en rouge sont sujets à la phosphorylation (Adapté 
de Legate, et al., 2009).  
 L’activation des intégrines est un processus dynamique, ce qui implique que la taline 
ne puisse s’y lier en permanence et que la cellule ait du développer des mécanismes 
d’inhibition de cette interaction. De ce fait, la taline existe principalement sous forme de 
dimère inactif dans le cytoplasme. Cette auto-inhibition peut être levée par le clivage de la 
tête globulaire de la taline par la calpaïne II (Figure 4). Son recrutement à la membrane où son 
interaction avec  va provoquer la rupture du pont salin avec Cependant, ce clivage n’est 
pas nécessaire au fonctionnement de la taline qui peut aussi se lier au phosphotidylinositol-
(4,5)-biphosphate (PtIns(4,5)P2), liaison qui provoque un réarrangement conformationnel de 
la tête de la taline et lui permet de se lier à la queue cytoplasmique des intégrines (Martel et 
al., 2001). La synthèse localisée de PtIns(4,5)P2 (PIP2)pourrait d’ailleurs influencer la 
localisation de la taline. A l’heure actuelle, les mécanismes précis de régulation de l’auto-
inihibition de la taline ne sont pas totalement élucidés. L’interaction entre la taline et la sous-
unité  peut aussi être inhibée par la phosphorylation de la tyrosine du domaine NPxY 
membrane proximal (Blystone, 2002). 
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 Ainsi qu’il l’a été mentionné précédemment, l’activation de la taline passe aussi par 
une voie de signalisation dépendante de PKC et de Rap-1. Cette GTPase, quand elle est 
activée, peut lier son effecteur RIAM (Rap-1-GTP interacting adaptor molecule) qui va 
interagir directement avec la taline. La liaison de RIAM à la taline est nécessaire à l’activité 
de cette dernière. Un domaine de Rap-1 permet son recrutement à la membrane (Figure 4) et il 
a été montré que ce domaine avait son importance dans le processus d’activation des 
intégrines par la taline (Lee et al., 2009). 
 Kindlines : co-activateurs essentiels des intégrines 
 La famille des kindlines, nommée d’après le Syndrome de Kindler, compte 3 membres 
(Lai-Cheong et al., 2010). La kindline-1 est exprimée principalement dans les cellules 
épithéliales et se localise donc principalement dans la peau, les intestins et les reins. Plusieurs 
mutations ont été reportées sur la kindline-1 comme étant responsable d’une maladie, le 
Syndrome de Kindler, qui se caractérise par des décollements localisés de la peau, une 
photosensibilité variable selon les sujets et des inflammations intestinales chroniques (Burch 
et al., 2006). La kindline-2 a un répertoire d’expression beaucoup plus large, on la retrouve 
dans quasiment tous les types cellulaires et sa délétion est létale au stade embryonnaire. La 
kindline-3, enfin, est exprimée dans les cellules du système hématopoïétique. L’altération de 
sa fonction conduit à une maladie appelée LADIII ou « LAD-I like » pour Leukocyte 
Adhesion Deficiency of type III, par analogie au type I causé par une mutation de l’intégrine 
2. Ces affections se traduisent par un défaut d’activation des leucocytes chez les patients 
conduisant à une immunodépression chronique et d’importantes hémorragies conduisant à un 
décès en bas âge (Svensson et al., 2009).  
 Les kindlines-1 et 2 partagent 62% d’homologie de séquence, la kindline-3 partage 
49% d’homologie avec la kindline-2 et 53% avec la 1. Toutes possèdent un domaine FERM 
subdivisé en trois domaines majeurs (F1 à F3) complétés par un domaine F0 (Karakose et al., 
2010). Comme dans le cas de la kindline, le domaine PTB-like responsable de l’interaction 
avec la séquence consensus NPxY membrane distale de la sous-unité  des intégrines est 
porté par le sous-domaine F3. Le sous-domaine F2 contient quant à lui un sous-domaine PH 
qui pourrait interagir avec un phosphoinositide et permettre le recrutement de la kindline sur 
la membrane (Figure 4).  
 Le rôle fondamental des kindlines dans l’activation des intégrines, et leur liaison 
directe avec la queue cytoplasmique de ces dernières (Harburger et al., 2009) ne sont connus 
que depuis quelques années. Ainsi le rôle essentiel de la kindline-3 dans l’activation de 
23 
 
l’intégrine IIb3 n’a été démontré qu’en 2008 (Moser et al., 2008); en absence de la kindline-
3, et même si l’expression de la taline est normale dans les plaquettes, ces dernières sont 
incapables de s’agréger. Depuis, il  a été démontré que les autres membres de la famille 
avaient la même fonction (Larjava et al., 2008). On sait aussi que les kindlines n’ont pas de 
fonctions redondantes entre elles puisque la kindline-2 n’est pas capable de pallier à la 
délétion de la kindline 1 (Moser et al., 2009). 
 Les kindlines restent localisées dans les structures d’adhérence à la matrice 
extracellulaire à tous les stades de maturité de ces dernières. Elles ont donc un rôle essentiel 
dans la communication bidirectionnelle entre l’intérieur et l’extérieur de la cellule puisque 
même si elles ne sont pas liées directement à la queue cytoplasmique des intégrines pendant 
tout le processus, elles peuvent leur fournir un lien indirect avec le cytosquelette via leur 
interaction avec ILK (Integrin Linking Kinase) et la migfiline, deux protéines impliquées dans 
les plateformes protéiques formées autour des intégrines lors de l’adhérence. 
 Coopération taline/kindline  
 Bien que l’on sache que la taline et la kindline sont nécessaires pour la complète 
activation des intégrines, le mode de coopération entre les deux protéines est encore très mal 
compris. Plusieurs mécanismes ont été envisagés : dans l’un d’entre eux, la kindline se 
fixerait à la queue cytoplasmique de la sous-unité , conférant à cette dernière une 
conformation facilitant la liaison de la taline, qui viendrait déplacer la kindline. Dans un autre, 
les deux protéines se lieraient simultanément à la queue cytoplasmique de Dans un dernier, 
enfin, la taline et la kindline interagiraient chacune avec un hétérodimère distinct et leur 
coopération se ferait au sein de nanoclusters d’intégrines (Moser et al., 2009). 
 Les résultats récents obtenus sur la coopération entre la taline et la kindline ne 
permettent pas de trancher sur la validité de l’un ou l'autre de ces modèles. Des expériences 
de RMN (résonance magnétique nucléaire) et SPR (surface plasmon resonance) ont permis de 
prouver que la kindline et la tête de la taline pouvaient interagir simultanément avec la queue 
cytoplasmique de  (Bledzka et al., 2012) mais aucune interaction directe entre les deux 
protéines n’a pu être observée au sein de ce complexe ternaire, bien qu’il ne soit pas exclu que 
d’autres protéines puissent assurer une interaction indirecte entre elles. 
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Figure 4 : Représentations schématiques des activateurs des intégrines. (A) Structure de la taline. (B) 
Structure des membres de la famille des kindlines. (C) Recrutement de la taline à la membrane 
plasmique: la taline forme un complexe avec RIAM et Rap-1 qui est recruté à la membrane. Quand la 
taline lie la queue cytoplasmique de la sous-unité , le pont salin entre les sous-unités  et  est 
rompu, conduisant à l’activation des intégrines.
 Par ailleurs des études sur des cellules CHO exprimant de façon stable l’hétérodimère 
d’intégrine plaquettaire IIb3 ont montré que si la présence de la kindline était nécessaire à 
l’activation de l’intégrine, elle n’était impliquée ni dans le recrutement à la membrane de la 
taline ni dans son recrutement sur la queue cytoplasmique de  (Kahner et al., 2012). D’autres 
travaux menés sur LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1), l’hétérodimère 
d’intégrine spécifique des neutrophiles, ont montré une implication différentielle de la 
kindline et de la taline dans l’activation de cet hétérodimère particulier. En effet, il existe pour 
l’intégrine LFA-1 deux états d’activation ayant des fonctions distinctes : dans le cas où les 
domaines extracellulaires des sous-unités  et  sont étendus mais collés (pré-activation), le 
neutrophile est capable d’avoir un mouvement lent alors que quand ils sont étendus et séparés 
(sauf au niveau de la liaison avec le ligand extracellulaire), le neutrophile est immobile et 
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s’étale. Cette étude montre que la taline seule est nécessaire au déploiement de la partie 
extracellulaire de l’intégrine quand les deux domaines sont en interaction, alors que 
l’ouverture de l’hétérodimère nécessite à la fois la taline et la kindline (Lefort et al., 2012). 
Ainsi il semblerait que bien que le complexe ternaire entre la kindline, la taline et la queue 
cytoplasmique de  puisse exister, il ne peut expliquer à lui seul le mécanisme de co-
activation des intégrines. D’autres études seront nécessaires pour pleinement mettre en 
lumière la coopération de la taline et de la kindline, voire leurs différents modes de 
coopération ; en effet il est possible que les mécanismes mis en jeu varient selon le type 
d’hétérodimère considéré.
 I.4- Partenaires cytoplasmiques inhibiteurs des intégrines 
 Les partenaires cytoplasmiques activateurs des intégrines précédemment décrits ne 
sont pas spécifiques à un type d’intégrines. Cependant, comme plusieurs sous-familles 
d’intégrines peuvent être exprimées à la surface d’un même type cellulaire sans pour autant 
avoir de rôles redondants, certains des partenaires des différentes sous-familles doivent leur 
être spécifiques. C’est notamment le cas des partenaires inhibiteurs comme ICAP-1 (Integrin 
Cytoplasmic domain Associated Protein-1) pour l’intégrine 1.  
 ICAP-1 est une protéine de 200 résidus aminés. Elle partage le site de liaison de la 
kindline sur 1, à savoir le motif NPxY membrane distal  qu’elle lie grâce à un domaine PTB. 
Un nombre restreint d’acides aminés autour du domaine NPxY est nécessaire à l’interaction 
des deux partenaires, ce qui explique la spécificité d’ICAP-1 envers 1 au détriment des autres 
sous-unités . Contrairement à la kindline, ICAP-1 ne se retrouve pas dans les structures 
adhésives des cellules (Bouvard et al., 2006). Il a été récemment montré qu’ICAP-1, 
jusqu’alors connu pour promouvoir l’état inactif des intégrines, est capable d’interférer dans 
le recrutement de la kindline-2 sur 1 : une surexpression d’ICAP-1 diminue  la quantité de 
kindline retenue en pull-down sur la GST-1 par rapport au contrôle (Brunner et al., 2011).
 Une autre protéine, la SHARPIN (SHANK-Associated RH domain INteractor), a été 
décrite récemment comme favorisant l’état de basse affinité de 1. Contrairement à ICAP-1, 
elle n’interagit pas directement avec cette sous-unité mais avec la sous-unité  de 
l’hétérodimère, sur un domaine conservé entre les sous-unités , ce qui laisse penser qu’elle 
aurait un rôle plus ubiquitaire qu’ICAP-1. Elle n’en empêche pas moins le recrutement de la 
taline et de la kindline (Rantala et al., 2011). 
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 D’autres inhibiteurs des intégrines, tels la filamine, ne sont pas spécifiques à un 
hétérodimère. La régulation fine entre tous ces interacteurs n’est à ce jour pas totalement 
décrite mais c’est elle qui est responsable de la restriction spatiotemporelle des structures 
d’adhérence pour permettre au mieux à la cellule de s’adapter à son environnement, et de 
l’adapter en retour à ses besoins (Bouvard et al., 2013). 
 I.5 – Phosphorylation de la queue cytoplasmique des intégrines 
 Les queues cytoplasmiques de 1, 2, et 7 ont de fortes homologies de 
séquence. Toutes portent les domaines NPxY membrane proximal et distal, sauf 2 où la 
tyrosine est remplacée par un résidu phénylalanine sur les deux motifs. Sur 7, la substitution 
tyrosine/phénylalanine se fait uniquement sur le motif membrane distal et cette intégrine 
possède de plus 2 autres sites de phosphorylation possibles hors des domaines NxxY/F 
(Anthis et al., 2009). 
 Sachant que les domaines NPxY ont un rôle primordial dans l’activation des 
intégrines, la phosphorylation des tyrosines de ces motifs a été largement étudiée. La 
génération de souris Y747F/Y759F (Law et al., 1999), correspondant à la mutation des NPxY 
en NPxF sur 3 et celle des souris Y783F/Y795F pour 1 (Czuchra et al., 2006)  n’a cependant 
pas mené aux mêmes conclusions. Les souris 3 Y747F/Y759F montrent un défaut 
d’activation des plaquettes alors que les souris 1 Y783F/Y795F n’ont pas de phénotype 
clairement associé à la mutation. 
 Il a été montré dans les cellules hématopoïétiques que la phosphorylation de 3 se 
faisait par les kinases de la famille Src après liaison à un motif RGD (Blystone, 2002). Cette 
phosphorylation diminue fortement l’affinité de l’intégrine pour la taline mais promeut son 
interaction avec Dok-1, un régulateur négatif de l’activation de 3 qui se lie également sur le 
motif NPxY membrane proximal (Oxley et al., 2008). Dans le cas de 1, la phosphorylation du 
motif membrane proximal par la famille des kinases Src conduit à une délocalisation de 
l’intégrine au niveau de la membrane plasmique, alors que la forme non phosphorylée se 
concentre dans les structures adhésives appelées adhérences focales. Son affinité pour la taline 
est aussi affectée par la phosphorylation. Plus récemment il a été montré que la 
phosphorylation du motif membrane distal de  interférait avec le recrutement de la kindline-
2 (Bledzka et al., 2012), ce qui est sûrement aussi le cas pour 1 au vu de l’homologie de 
séquence. 
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 La phosphorylation des queues cytoplasmiques des sous-unités  promeut donc 
l’inactivation des intégrines. Il a été proposé qu’elle était nécessaire au recrutement de la 
machinerie de formation des fibres de stress au niveau des structures d’adhérence (Chandhoke 
et al., 2004) et serait donc un état transitoire dans la maturation de ces structures. Elle est par 
ailleurs largement décrite dans le processus d’activation des plaquettes qui sera exposé 
ultérieurement (voir section III.1).
II- LES INTEGRINES : MEDIATEURS MAJEURS DE L'ADHERENCE 
CELLULAIRE 
 La communication entre les cellules et leur environnement est un processus 
dynamique. Les cellules sont capables de sécréter et de remodeler la MEC et cette dernière 
contribue à l’organisation des cellules individuelles en tissu. La signalisation générée par 
l’adhérence cellulaire est inhérente à la capacité des cellules à détecter et à intégrer les 
propriétés chimiques et physiques (nature, rigidité, topographie, densité, propriétés 
mécaniques) de la MEC. Cette dernière affecte en retour la composition moléculaire locale 
des sites d’adhérence et, à plus grande échelle, les processus déterminants de la physiologie 
cellulaire. 
 Selon le type cellulaire considéré et la composition de la MEC, les structures 
adhésives doivent être adaptées à l’intégration des signaux extracellulaires. A ce jour, deux 
types d’adhérences ont été caractérisées in vitro dans les cultures en deux dimensions : la 
famille des adhérences focales et celle des invadosomes. L’organisation de ces deux types 
d’adhérence varie considérablement (Figure 5) : alors que les adhérences focales sont 
tangentielles à la membrane et impliquées dans le remodelage de la matrice, les invadosomes 
sont des structures perpendiculaires au substrat et sont impliqués dans la dégradation 
matricielle et le processus d’invasion (Berrier and Yamada, 2007; Block et al., 2008). La 
composition de ces deux structures, quant à elle, varie très peu. 
 II.1- Famille des adhérences focales : un continuum 
 Maturation des adhérences et cytosquelette d’actine 
 Au cours de sa migration, la cellule se polarise en fonction des contraintes physiques 
et biochimiques (gradient de chémokines, de facteurs de croissance, ou de rigidité) de la 
matrice extracellulaire. Au front de migration se forme le lamellipode, une large extension 
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membranaire plate dont l’avancée est causée par la polymérisation de l’actine sous-jacente à 
la membrane (actine corticale). Les protrusions membranaires servant à l’exploration de 
l’environnement sont stabilisées au cours de la migration par l’établissement de structures 
d’adhérences reliant la MEC au cytosquelette. La contraction de l’actomyosine dans le corps 
cellulaire génère des forces de traction propulsant la cellule vers l’avant et provoquant le 
désassemblage des structures adhésives à l’arrière de la cellule (Lauffenburger, 1996; Ridley 
et al., 2003). La formation ou le maintien des structures de liaison du cytosquelette à la MEC 
influencent le devenir du cytosquelette et la polymérisation de l’actine qui en retour va 
contrôler le devenir des structures adhésives. Cette communication bidirectionnelle 
conditionne l’adhérence, la signalisation intracellulaire, le stress mécanique, et amène la 
cellule à un mouvement dirigé (Parsons et al., 2010).  
 Dans le lamellipode l’actine polymérise en réseau branché sous le contrôle du 
complexe Arp2/3. Ce dernier est régulé par les Rho GTPases Rac1 et Cdc42 via WASP 
(Wiskott-Aldrich Syndrom Protein) ou WAVE (WASP-family verprolin-homologous 
protein). Dans le reste du corps cellulaire, l’actine s’organise principalement en fibres de 
stress (longs câbles plus ou moins parallèles) contractiles, les forces sont générées sous le 
contrôle de RhoA  par la myosine II. A l’interface entre le corps cellulaire et le lamellipode se 
trouve le lamellum, zone de dépolymérisation et de réorganisation de l’actine branchée 
(Figure 6). 
 Deux modèles sont proposés pour la nucléation des adhérences précoces, qui sont les 
premières structures d’adhérence formées par la cellule, dans le lamellipode. Dans le premier, 
ce serait la liaison d’intégrines à la matrice et leur regroupement qui initieraient la formation 
des adhérences. Dans le second, ce serait la constitution du réseau branché d’actine qui 
servirait de trame à la nucléation des adhérences précoces du fait de l’interaction entre le 
complexe Arp2/3, FAK et la vinculine qui sont aussi capables d’interagir avec les intégrines. 
Pour l’heure des preuves étayant les deux modèles émergent sans qu’on ne puisse trancher 
définitivement en faveur de l’un des deux, mais il est clair que le développement des 
adhérences précoces est lié à la vitesse de protrusion et donc à la polymérisation de l’actine 
(Vicente-Manzanares and Horwitz, 2011). Ces structures ont une durée de vie inférieure à la 
minute. 
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Figure 5 : Architecture et composition schématiques des structures adhésives. – (A) Adhérence 
focale, structure tangentielle à la membrane où les intégrines liées à la matrice extracellulaire recrutent 
sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique une plateforme protéique permettant la liaison au  
cytosquelette et la signalisation corrélée. (B) Invadosome, structure où la plateforme protéique liée aux 
intégrines est organisée en anneau autour d’une colonne d’actine perpendiculaire à la membrane et 
impliquée dans la dégradation matricielle (Adapté de Block, et al.,2008 et Berrier, et al., 2007).  
 Les adhérences précoces ne sont stables que dans le lamellipode et donc au contact de 
l’actine branchée. Le mouvement de la cellule fait dériver les adhérences précoces vers le 
lamellum dans lequel elles vont être désassemblées ou maturées en complexes focaux puis en 
adhérences focales. Si la formation des adhérences précoces est indépendante de la myosine 
II, cette dernière est impliquée dans leur maturation en complexes focaux (Alexandrova et al., 
2008; Choi et al., 2008). En effet, la tension mécanique générée par la myosine II force 
l’ouverture de la taline et donc promeut sa liaison aux intégrines par son domaine FERM 
d’une part, et l’interaction de son domaine fibrillaire avec la vinculine d’autre part. Le 
recrutement de la vinculine, alors que son affinité pour la taline était assez faible dans les 
adhérences précoces, va en retour favoriser l’arrivée de nouvelles intégrines et donc la 
croissance des structures d’adhérence (Geiger and Yamada, 2011; Parsons et al., 2010). Les 
complexes focaux apparaissent sous forme de points de 0,5 à 1 µm de diamètre dans le 
lamellum où ils peuvent demeurer plusieurs minutes avant maturation ou disparition. 
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 La transition entre les complexes focaux (Figure 6) et les adhérences focales est 
caractérisée par le recrutement de la zyxine, impliquée dans la gestion de la tension cellulaire 
et dont l’arrivée est corrélée avec le rattachement des structures d’adhérence aux fibres de 
stress. Des tyrosine-kinases sont aussi recrutées, parmi lesquelles FAK (Focal Adhesion 
Kinase) et Src qui augmentent considérablement le niveau de phosphorylation des acteurs 
moléculaires des adhérences focales, promouvant la dynamique des interactions protéiques en 
leur sein. Les adhérences focales croissent dans le corps cellulaire au cours de la migration. 
Elles peuvent atteindre des longueurs allant de 1 à 3 µm et contiennent à la fois des 
hétérodimères d’intégrines 51 et v3. 
 Enfin, selon la nature de la matrice extracellulaire et le type cellulaire considéré, il est 
possible d’observer l’apparition d’une dernière classe d’adhérences, les adhérences 
fibrillaires, qui dérivent des adhérences focales. Ces structures longues et fines se retrouvent 
au centre de la cellule et colocalisent avec les fibrilles de fibronectine.  Le récepteur majeur de 
la fibronectine, l'intégrine 51, en sortant des adhérences focales le long des fibres de stress, 
exerce des tractions sur la fibronectine. Cette dernière est une protéine étirable. Quand elle est 
soumise à des tensions, elle dévoile des sites cryptiques d'auto-assemblage à l'origine de la 
formation des fibrilles, un processus appelé fibrillogenèse. Outre leur position caractéristique 
au centre de la cellule, les adhérences fibrillaires se distinguent aussi des adhérences focales 
par leur enrichissement en tensine et le faible niveau de tyrosine-phosphorylation qui y est 
observé (Zaidel-Bar et al., 2004; Zamir et al., 2000). Elles peuvent par ailleurs subsister 
pendant plusieurs heures. 
 Bien que les protéines constituant les différentes structures soient majoritairement les 
mêmes, il est évident que les variations de leur état de phosphorylation ou encore de leur 
dynamique (recrutement, temps de résidence, état actif ou inactif) influencent drastiquement 
le rôle de ces différentes structures et leur organisation, d’où leur abondance relative selon le 
type cellulaire considéré.  
 Rôle des Rho-GTPases dans la maturation des adhérences 
 Il a été montré que l'équilibre entre les GTPases RhoA et Rac1 coordonne la migration 
cellulaire (Berrier and Yamada, 2007) Néanmoins, la régulation réciproque de ces deux 
partenaires est encore méconnue. Dans le lamellipode, Rac1 et Cdc42 sont impliquées dans 
l’activation du complexe Arp2/3 et d’autres protéines gouvernant la dynamique de 
polymérisation de l’actine, participant ainsi à la formation des protrusions au front de 
migration. RhoA quant à elle est impliquée dans l’activation de la myosine II localisée plus en 
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retrait dans le corps cellulaire et a donc un rôle dans la maturation et le maintien des 
adhérences focales. Des travaux ont également montré le rôle de RhoA dans la rétraction 
membranaire à l’arrière de la cellule (Parsons et al., 2010). Les deux isoformes de la myosine 
II, MyoIIA et MyoIIB ont une répartition cellulaire différente et pourraient être 
spécifiquement impliquées soit dans la maturation des adhérences focales, soit dans le 
mécanisme de rétraction à l’arrière de la cellule en migration. 
 Etonnement, RhoA a récemment été observé sur le front de migration, juste derrière la 
membrane, où il aurait un rôle initiateur pour les protrusions. De fait, RhoA active mDia1 qui 
s’attache aux extrémités barbées de l’actine contre la membrane et favorise l’insertion de 
monomères d’actine sur le filament (Machacek et al., 2009).  
  
 
Figure 6 : Maturation des structures d’adhérence au cours de la migration cellulaire. Les adhérences 
sont formées au front de migration et évoluent au cours du déplacement de la cellule, croissant en 
complexité et en taille pour être désassemblées à l’arrière du corps cellulaire, permettant ainsi le 
détachement progressif de la cellule. Leur devenir est finement corrélé à celui cytosquelette pour que 
la cellule puisse s’adapter à son environnement et adapter ce dernier à ses besoins. 
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 Les caractéristiques de l’activation spatio-temporelle des GTPases leur sont 
spécifiques, distinctes et complexes. Elles peuvent se réguler réciproquement et leur activité 
est aussi modulée par des kinases recrutées au niveau des adhérences focales comme FAK. 
 II.2- Invadosomes : les intégrines au service de la dégradation matricielle 
 Les invadosomes diffèrent des structures précédemment citées tant structuralement 
que fonctionnellement. Le terme "invadosomes" peut désigner des invadopodes ou des 
podosomes. Les invadopodes sont caractéristiques de cellules transformées dégradant la 
matrice, ce qui leur confère leurs propriétés hautement invasives. Les podosomes se 
retrouvent principalement dans les cellules dérivées de la lignée monocytaire, parmi 
lesquelles les ostéoclastes, les macrophages ou les cellules dendritiques, mais ont aussi été 
observées dans les cellules musculaires lisses, dans les cellules épithéliales, et même dans des 
cellules cancéreuses. Aujourd’hui encore, l’existence d’un précurseur commun des 
podosomes et des invadopodes est controversée, de même que la possibilité pour les 
structures d’évoluer de l’une à l’autre dans un même type cellulaire. Aucune preuve ne venant 
étayer cette théorie, il est cependant communément admis qu’un type cellulaire donné ne 
forme que l’un ou l’autre type de structures (Linder et al., 2011). 
 Les invadosomes sont de petites structures d’adhérence circulaires entourant une 
colonne centrale d’actine et relié à de l'actine juxta-membranaire (nuage) (Figure 7). Ils 
peuvent s’organiser en macrostructures annelées, les rosettes, aussi appelées anneaux, qui, 
dans les ostéoclastes, peuvent évoluer pour former la zone de scellement qui délimitera 
l’espace de résorption  (Figure 7). Les podosomes sont donc indispensables au remodelage et 
à la dégradation matricielle, notamment au cours de la résorption osseuse par les ostéoclastes 
(Geblinger et al., 2011). Les invadopodes participent activement à la protéolyse  de la MEC 
par certaines cellules cancéreuses (Gimona et al., 2008). Les podosomes et les invadopodes 
diffèrent entre autres par leur nombre par cellule et par leur taille, de 0.5 à 1 µm pour les 
podosomes contre un diamètre d’environ 8 µm pour les invadopodes (Linder and Kopp, 
2005). Par ailleurs, les invadopodes ont une tendance protrusive dont les podosomes sont 
dépourvus et peuvent pénétrer dans la matrice extracellulaire sur plusieurs micromètres. Cette 
caractéristique pourrait s'expliquer par leur différence de stabilité, les podosomes étant des 
structures plus dynamiques pouvant persister entre 2 et 12 minutes quand la stabilité des 
invadopodes peut facilement dépasser l’heure. 
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Figure 7 : Les invadopodes individuels peuvent s’organiser en macrostructures.- (A) Rosettes 
d’invadosomes formées par des fibroblastes transformés par l’oncogène v-Src : kindline-2 (vert), 
actine (rouge). (B) « Sealing zone » d’ostéoclaste en culture, mêmes marquages (dessins tirés de 
Linder, 2011, photographies personnelles). 
 Si certaines protéines peuvent ponter la colonne d’actine au nuage d'actine 
périphérique lié aux intégrines et à de leurs interacteurs comme l’-actinine, la plupart des 
composants sont spécifiques de l’une ou de l’autre entité. Ainsi WASP, la cortactine, le 
complexe Arp2/3 et d’autres régulateurs de la nucléation de l'actine se retrouveront 
spécifiquement dans la colonne alors que les protéines liant les intégrines comme la paxilline, 
la vinculine, la taline ou FAK seront localisées dans le nuage. Il est à noter que des 
différences quantitatives ont été observées dans la composition des podosomes et 
invadopodes, notamment le recrutement de la vinculine. 
 Le comportement des podosomes diffère selon que ces derniers soient isolés ou 
impliqués dans des macrostructures où leur dynamique est concertée. De fait, l'assemblage 
des podosomes dans une rosette se fait spécifiquement sur la périphérie de cette dernière et 
leur désassemblage à l’intérieur sous le contrôle d’une phosphorylation spatialement régulée 
de la paxilline. La disparition de la colonne précède celle du nuage (Badowski et al., 2008). 
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Les podosomes ont aussi des mouvements concertés dans les ostéoclastes où ils forment 
successivement des clusters puis des anneaux avant de s’organiser pour former la zone de 
scellement (Jurdic et al., 2006). 
 Comme dans le cas des adhérences focales, la dynamique des invadosomes est 
principalement sous le contrôle des Rho GTPases régulant la contractilité cellulaire au travers 
de la dynamique ou de la polymérisation de l’actine, respectivement RhoA et Cdc42 (Linder 
et al., 2011). A l’heure actuelle, il est encore difficile de savoir quels sont les premiers 
événements de l’assemblage des invadosomes ou ce qui le provoque (Gimona et al., 2008) 
mais il a été démontré que ces structures contenaient selon le type cellulaire des intégrines à 
chaîne 3, 2, ou 1 et que la signalisation associée aux intégrines influençait leur dynamique 
(Murphy and Courtneidge, 2011). Néanmoins l'expression des intégrines à chaîne 1 est 
indispensable à la formation des podosomes même lorsque ces derniers contiennent 
majoritairement des intégrines à chaîne 3 (Destaing et al.). Enfin le recrutement de la 
protéine adaptatrice Tks5/Fish à la membrane semble être parmi les évènements les plus 
précoces (Seals et al., 2005). 
 Les podosomes, plus que les invadopodes, sont impliqués dans l’adhérence cellulaire, 
mais une fonction majeure des invadosomes est la dégradation matricielle. Ces structures, ou 
les macrostructures qu’ils composent, sont le siège de recrutement et de sécrétion de 
protéases, les MMP (Matrix Metallo-Proteases) capables de cliver les composants de la 
matrice. Dans le cas des podosomes, la dégradation est imparfaite et diffuse. Les invadopodes 
provoquent quant à eux une dégradation localisée et profonde de la matrice. Les invadosomes 
sont aussi utilisés comme mécanosenseurs par la cellule et la rigidité de la matrice influence 
profondément ces structures, pouvant jouer sur leur espacement, leur durée de vie et même 
moduler leur activité de dégradation (Alexander et al., 2008; Parekh et al., 2011). Les 
podosomes ayant été observés au front de migration cellulaire, ils pourraient jouer un rôle, 
encore indéfini, dans cette dernière. 
 II.3- Structures d’adhérence en 3 dimensions et in vivo 
 Famille des adhérences focales 
 Les adhérences focales et leurs précurseurs précédemment décrits ont été caractérisés 
en 2D mais des études ont montré que des structures d’adhérence contenant des intégrines et 
de l’actine pouvaient aussi être observées en 3D et in vivo, bien que leur composition, leur 
morphologie, et leur localisation soient différentes (Cukierman et al., 2001). De fait, les 
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adhérences focales et fibrillaires ne semblent pas exister en 3 dimensions ou leur durée de vie 
est trop courte pour qu’elles ne soient détectées par les techniques actuelles de microscopie 
(Kubow and Horwitz, 2011). Les "adhérences 3D" sont enrichies en 51, v3 étant observée 
uniquement en périphérie de ces dernières, elles sont donc plutôt homologues aux adhérences 
fibrillaires. On retrouve dans ces structures les composants classiques des structures 
d’adhérence comme la paxilline, la vinculine ou FAK (bien que FAK phosphorylée en soit 
exclue) (Cukierman et al., 2001) et elles sont affectées quand on module d’activité des Rho 
GTPases ou de la myosine II comme le sont les structures observées en 2D dont elles 
semblent donc partager le mode de régulation. Les "adhérences 3D" sont localisées dans les 
protrusions des cellules cultivées dans les gels en 3D. Ces dernières s’allongent, forment des 
structures d’adhérence qui croissent dans le temps et sont capables de déformer la matrice. Il 
semble donc que même si les structures d’adhérence caractérisées en 2D ne soient pas l’exact 
reflet des structures in vivo, les voies de régulation et de signalisation qui leur sont associées 
le resteront dans le vivant et que leur étude reste pertinente. 
 Invadosomes en 3D et in vivo 
 Les invadosomes comme les adhérences focales ont largement été étudiés en 2D. Il a 
cependant été montré que ces structures pouvaient se former en 3D lors de la migration de 
macrophages dans des gels de collagène où ils forment des protrusions enrichies en actine et 
en autres protéines caractéristiques des podosomes capables de dégrader la matrice (Van 
Goethem et al., 2011). Par ailleurs, les cellules formant spontanément des invadosomes sur 
verre sont souvent également confrontées à des environnements en 2D in vivo, comme les 
monocytes migrant sur les parois des vaisseaux, les ostéoclastes au contact de la matrice 
osseuse ou les cellules endothéliales reposant sur la lame basale, ce qui laisse penser que ces 
structures peuvent être retrouvées dans ce contexte (Murphy and Courtneidge, 2011). 
III- LES INTEGRINES COMME CIBLES THERAPEUTIQUES 
 De nombreux hétérodimères d’intégrines peuvent être exprimés en surface d’une 
même cellule, chacun interagissant avec diverses voies de signalisation intracellulaire et de 
façon complémentaire ou antagoniste avec les autres hétérodimères. Les signaux transmis par 
les intégrines en fonction de leur état d’activation sont souvent influencés par les facteurs de 
croissance en présence et contrôlent l’adhérence, la migration, la croissance, la différenciation 
et la survie cellulaire. Du fait de leur position unique à l’interface entre les milieux intra- et 
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extracellulaires et des nombreuses voies de signalisation qu’elles affectent, les intégrines 
s’imposent naturellement comme des cibles thérapeutiques de choix et de nombreux efforts 
ont été faits ces vingt dernières années pour développer des inhibiteurs des intégrines (voir 
section IV-), bien que la complexité de leur patron d’expression en fonction du type cellulaire, 
la redondance et la compensation partielle que les différents hétérodimères peuvent exercer 
entre eux compliquent considérablement la tâche. Aujourd’hui la principale question posée est 
de savoir quelle(s) intégrine(s) en particulier joue(nt) un rôle déterminant dans un 
microenvironnement pathologique donné (Goodman and Picard, 2012). Dans certaines 
pathologies décrites ci-après, une réponse à cette question a été, au moins partiellement, 
apportée, et certaines intégrines sont aujourd’hui des cibles reconnues pour des pathologies 
données (voir table 2). 
 
Table 2 : hétérodimères d’intégrines et pathologies dans lesquelles ils pourraient être des cibles 
thérapeutiques. Les couleurs représentent les catégories d’intégrines : celles impliquées dans les 
liaisons cellules-cellules dans la fonction immunitaire (vert), les intégrines leucocytaires (violet), les 
intégrines liant les motifs RGD (orange), le collagène (bleu) ou la laminine (rouge). Les intégrines 
liant le collagène et la laminine ne sont pas des cibles thérapeutiques de choix car ce sont les 
composants principaux de la membrane basale c'est pourquoi l’inhibition de ces intégrines a de 
Intégrines Pathologie(s) potentiellement ciblée(s)
α4β1 sclérose en plaque, maladies autoimmunes, maladie de Crohn et inflammation intestinale chronique
α4β7 sclérose multiple, maladies autoimmunes, arthrite
α9β1 cancer
αLβ2 inflammation, psoriasis, infarctus, ischémie, fibrose
αMβ2 inflammation, maladies autoimmunes
αXβ2 inflammation
αDβ2 inflammation
αEβ7 inflammation
αIIbβ3 thrombose, ischémie, infarctus
α5β1 cancer, dégénérescence maculaire liée à l'âge
α8β1
αVβ1 cancer
αVβ3 cancer, ostéoporose
αVβ5 cancer
αVβ6 fibrose, rejet de transplatation, cancer
αVβ8 cancer
α1β1 fibrose, cancer
α2β1 fibrose, cancer
α10β1
α11β1
α3β1
α6β1
α7β1
α6β4
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grandes chances d’interférer avec les fonctions physiologiques autant que pathologiques. (Adapté de 
Goodman,2012.) 
 III.1- Les intégrines plaquettaires et la thrombose 
 Mécanismes moléculaires de formation du thrombus et du caillot sanguin 
 La couche la plus interne de la paroi d’un vaisseau sanguin, l’intima, se compose de 
cellules endothéliales jointives séparées du reste de la paroi par un tissu conjonctif riche en 
matrice extracellulaire. Lors d’une lésion vasculaire, cette matrice subendothéliale, riche en 
facteur de Von Willebrand (vWF), en collagène fibrillaire, en fibronectine et en laminine, se 
trouve exposée au flux sanguin.  
 Les plaquettes circulantes possèdent des récepteurs à ces différentes protéines : les 
complexes transmembranaires GPIb-V-IX (récepteur au vWF), GPVI (récepteur au 
collagène), les intégrines 21 (récepteur au collagène) et 61 (récepteur à la laminine)… La 
prévalence des récepteurs engagés lors de l’activation des plaquettes dépend principalement 
du débit sanguin et de l’étendue de la lésion. Quand le débit sanguin est important, notamment 
dans les artérioles, GPIb-V-IX, dont l’activation est extrêmement rapide, est engagé en 
premier sur le vWF. Cela va provoquer le ralentissement de la plaquette et une cascade de 
signalisation intracellulaire menant à l’activation des intégrines IIb3 (Figure 8A), qui sont les 
plus abondantes en surface des plaquettes, et à leur interaction avec leur ligand principal, le 
fibrinogène, une des protéines les plus abondantes dans le plasma (Jackson, 2007). Cette 
signalisation sortante est concomitante à la sécrétion par les plaquettes de granules riches en 
agonistes solubles dont l’ADP qui vont stimuler de façon autocrine et paracrine l’activation et 
l’étalement plaquettaire. Il en résulte de complexes changements morphologiques et 
biochimiques.  
 Le fibrinogène circulant est un hexamère symétrique composé de deux sous-unités de 
trois chaînes liées en leur extrémité N-terminale par des ponts disulfures et pouvant donc 
interagir avec deux hétérodimères d’intégrines, promouvant ainsi le pontage entre les 
plaquettes qui peuvent donc être recrutées les unes sur les autres (Figure 8B). L’engagement 
de récepteurs comme GPIb-V-IX ou GPVI est connu depuis longtemps pour promouvoir 
l’activation des hétérodimères IIb3 (signalisation sortante) et leur microclustering (Shattil et 
al., 1998; Shattil and Newman, 2004). Les mécanismes moléculaires de cette activation sont 
complexes et non encore totalement élucidés mais impliquent la fixation sur la queue 
cytoplasmique de 3 de la taline, le recrutement de cette dernière pouvant être promu soit par 
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l’activation d’effecteurs en amont de RIAM (voir section I-3.1) ou par l’augmentation de la 
synthèse de PIP2 (Stegner and Nieswandt, 2011). 
 En réponse à la liaison au fibrinogène, la queue cytoplasmique de l’intégrine 3 est 
phosphorylée. Cette phosphorylation est nécessaire à la formation d’un thrombus stable et à la 
rétraction du caillot (Law et al., 1999), montrant l’importance de la signalisation entrante 
induite par IIb3. Cette phosphorylation est vraisemblablement aussi impliquée dans 
l’activation d’21 qui va lier le collagène. L’engagement des différents dimères d’intégrines 
exprimés en surface des plaquettes s’accompagne d’une seconde vague de sécrétion 
d’agonistes qui va amplifier la réponse plaquettaire et assurer la stabilité du thrombus 
nouvellement formé.
 Lorsqu’elles sont activées, les plaquettes expriment à leur surface des phospholipides 
servant à l’assemblage du complexe prothrombinase, permettant la formation in situ de 
thrombine dans le thrombus (Figure 8B). Cette dernière est impliquée dans la conversion de 
fibrogène en fibrine qui, une fois organisée en réseau, stabilisera le thrombus et  retiendra 
aussi les globules rouges formant le caillot sanguin. La rétraction de ce dernier permet le 
rapprochement mécanique des parois de la lésion et est sous le contrôle de la signalisation 
entrante d’IIb3 qui se traduit par la contraction du réseau de fibrine. La rétraction du caillot 
provoque l'extrudation de l’excès de fluide piégé et sa stabilisation. La liaison entre la matrice 
de fibrine et le cytosquelette des plaquettes est assurée par IIb3 : la myosine lie la queue 
cytoplasmique de 3 quand cette dernière est engagée avec le fibrinogène et donc 
phosphorylée. La liaison au cytosquelette est régulée par des kinases, notamment de la famille 
Src. La communication directe entre le cytosquelette et le réseau de fibrine via le lien 
physique fourni par l’intégrine permet la propagation des forces contractiles générées dans la 
plaquette à la matrice. (Figure 8C). Il est à noter que le suivi de la rétraction in vitro du caillot 
est couramment utilisé pour caractériser la signalisation entrante de IIb3 (Tucker et al., 
2012). 
 Dérégulation pathologique de l’activation plaquettaire : implication des 
intégrines dans la thrombose et l’athérosclérose 
 L’agrégation plaquettaire permet physiologiquement de maintenir l’hémostasie du 
système circulatoire en favorisant l’occlusion et la réparation des lésions pouvant apparaitre 
sur les parois vasculaires. Une dérégulation de ce processus peut provoquer l’obstruction 
partielle ou totale du vaisseau. On parle alors de thrombose, phénomène aggravé si cette 
obstruction est subséquente à la rupture de la plaque d’athérosclérose (voir plus loin). On 
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estime que la thrombose est responsable de plus de 25% des décès au niveau mondial du fait 
de la formation de caillots dans les coronaires (infarctus du myocarde) ou dans les vaisseaux 
cérébraux (chocs ischémiques). Le nombre de cas de thrombose augmente de façon régulière 
au fil des années, surtout dans les pays industrialisés où se développent des facteurs aggravant 
comme le diabète ou l’obésité (Jackson, 2011). 
 Dans un contexte pathologique, ce n’est pas nécessairement l’exposition de la matrice 
subendothéliale à la circulation qui provoque l’activation plaquettaire. La turbulence de 
l’écoulement sanguin provoque de petites brèches dans la couche de cellules épithéliales, 
permettant le passage de lipoprotéines dans l’intima. Ces lipoprotéines sont normalement 
internalisées et métabolisées. Quand elles sont en excès, elles peuvent s’oxyder avant leur 
internalisation par les macrophages. Les macrophages chargés de gouttelettes lipidiques 
oxydées sont appelées cellules spumeuses. Leur accumulation dans la paroi d’un vaisseau 
provoque un processus inflammatoire. L’endothélium, qui est normalement chargé 
négativement pour repousser les plaquettes et qui synthétise en plus des molécules qui les 
inhibent activement, peut alors acquérir des caractéristiques le rendant favorable à 
l’agrégation plaquettaire du fait de cette inflammation. L’activation et l’étalement des 
plaquettes sur un endothélium non lésé suivent les mêmes étapes que leur activation sur la 
matrice subendothéliale, à la différence que le premier contact est établi non sur le vWF mais 
sur des sélectines exprimées en surface des cellules endothéliales en réponse à l’inflammation 
et qui interagissent notamment avec le complexe GPIb-V-IX (Gawaz et al., 2005). A la suite, 
à leur étalement, les plaquettes vont par la suite sécréter des cytokines et des chémokines pro-
inflammatoires et mitogènes qui vont amplifier la réponse inflammatoire des cellules 
endothéliales. Une fois adhérées sur l’endothélium, les plaquettes offrent une surface 
favorable au recrutement des leucocytes circulants et à leur infiltration subséquente (Simon, 
2012).  
 Ces leucocytes infiltrés et les cellules spumeuses accumulées forment la strie lipidique 
de la plaque athérosclérotique que vient compléter une chape fibreuse riche en collagène et en 
cellules musculaires lisses. Dans le cadre d’une évolution progressive de la maladie, c’est 
l’érosion de la chape fibreuse qui va provoquer des lésions sur les parois vasculaires et 
entraîner la formation d’une thrombose. Dans le cadre d’une évolution instable, un corps 
nécrotique se développera, provoquant une inflammation beaucoup plus importante et un 
amincissement de la plaque. Après rupture de la plaque et formation du thrombus, ce dernier 
sera inclus dans la plaque par recouvrement par les cellules endothéliales, provoquant un 
épaississement progressif de la paroi du vaisseau et, à terme, l’occlusion totale du vaisseau et 
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la thrombose. Il a ainsi été montré qu’un accident vasculaire sérieux était souvent causé par la 
répétition des phénomènes de rupture et de réparation d’une même plaque athérosclérotique 
(Jackson, 2011). 
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Figure 8 : Implication des intégrines dans la formation du thrombus.- (A) L’apparition d’une lésion 
sur l’endothélium vasculaire provoque l’interaction des plaquettes avec la MEC subendothéliale qui se 
retrouve exposée, l’activation des intégrines plaquettaires IIb3 et une signalisation amplifiant 
l’activation plaquettaire. (B) Les intégrines IIb3 des plaquettes sont capables de ponter le fibrinogène, 
permettant le recrutement des plaquettes les unes sur les autres et ainsi la formation du thrombus. La 
sécrétion de facteurs solubles amplifie la réponse et provoque la conversion de fibrinogène en fibrine 
qui s’assemble en réseau dans et autour du thrombus. (C) La contraction du réseau de fibrine provoque 
la rétraction du caillot, ramenant les parois de la plaie l’une vers l’autre. (Adapté de Stegner, et al., 
2011 ; Versteeg, et al., 2011.)
 III.2- Dérégulation des intégrines dans le système immunitaire et maladies 
autoimmunes 
 Les leucocytes sont des cellules impliquées dans la réponse immunitaire induite par un 
agent infectieux ou un corps étranger entrant dans l’organisme. Tous dérivent des cellules 
souches hématopoïétiques produites dans la moelle osseuse, même si leur maturation diffère 
par la suite. A l’état inactif, les leucocytes circulent dans les systèmes sanguins et 
lymphatiques. Ils expriment à leur surface des intégrines qui leur sont propres, principalement 
des hétérodimères impliquant les sous-unités 4 ou 2, qui sont inactives tant que les 
leucocytes sont circulants (Zhang and Wang, 2012). En cas de blessure ou d’inflammation, les 
cellules endothéliales vasculaires expriment des récepteurs de surface interagissant avec les 
sélectines des leucocytes dont le mouvement est alors ralenti. L’engagement des leucocytes 
sur la surface de l’endothélium est responsable de l’activation de leurs intégrines, activation 
qui va à son tour provoquer l’attachement et l’étalement des leucocytes sur l’endothélium. Cet 
arrêt de la migration des leucocytes est généralement suivi par leur extravasation vers le site 
d’inflammation. 
 Les intégrines exprimées par les leucocytes ont principalement des sous-unités 4 
(4ou 2 (sous-unité spécifique des leucocytes, impliquée entre autres dans 
l’hétérodimère L2 aussi connu sous le nom de LFA-1). Ces intégrines sont impliquées dans 
la régulation de nombreux processus immunitaires : LFA-1 s’accumule à l’interface entre un 
lymphocyte T activé et la cellule présentant l’antigène qui l’a activé, participant à la formation 
de la synapse immunologique ; l’activation des intégrines est responsable d’importantes 
modification du cytosquelette des macrophages pendant la phagocytose et la signalisation liée 
aux intégrines est impliquée dans la génération d’espèces oxygénées réactives dans les 
neutrophiles… (Zhang and Wang, 2012). Les intégrines à chaîne 2 sont également 
essentielles au fonctionnement des leucocytes puisque leur mutation inhibant leur interaction 
avec la sous-unité  de l’hétérodimère provoque un défaut d’extravasation des leucocytes et 
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une immunodépression chronique chez les patients, syndrome connu sous le nom de LAD-I 
(Leukocyte Adhesion Deficiency type I) (Cox and Weathers, 2008). 
 Les leucocytes sont des cellules migrant rapidement qui ne forment pas d’adhérences 
focales ni de fibres de stress. Des études ont cependant montré de façon indéniable que 
l’activation des intégrines était différente en fonction de la localisation cellulaire et que ces 
différences étaient nécessaires à la réorganisation du cytosquelette des leucocytes durant leur 
étalement sur l’endothélium (Evans et al., 2009). La signalisation sortante des intégrines 
consécutive au recrutement des leucocytes sur les parois est sous le contrôle de la GTPase 
régulatrice Rap-1 et elle est nécessaire à la restriction de la réponse immunitaire au site de la 
blessure ou de l’infection. Nombre de maladies auto-immunes sont causées par une activation 
inappropriée des leucocytes dans les tissus. Du fait de la spécificité des intégrines trouvées sur 
les leucocytes et de leur importance dans l’activation de ces derniers, elles se sont imposées 
comme une cible thérapeutique de choix dans le traitement de ces maladies.  
 Ainsi les intégrines à chaîne 4 sont-elles la cible de plusieurs anticorps humanisés, 
peptides, et petites molécules vendus ou testés pour le traitement des inflammations 
chroniques des intestins telles que la maladie de Crohn (Ghosh et al., 2003; Targan et al., 
2007) ou les colites ulcéreuses (Villablanca et al., 2011) dans lesquelles une production 
aberrante de cytokines pro-inflammatoires provoque un recrutement excessif de leucocytes 
dans les parois intestinales. Les thérapies visant les intégrines à chaîne 4 sont considérées 
comme applicables dans d’autres pathologies auto-immunes (von Andrian and Engelhardt, 
2003), notamment la sclérose en plaque, provoquée par une inflammation chronique au 
niveau cérébral et où il a été montré que l’inhibition d’4 ralentissait l’apparition de nouvelles 
lésions (Miller et al., 2003). Les intégrines à chaîne 2 font aussi l’objet de tests cliniques 
dans le cadre du traitement du psoriasis, maladie auto-immune aux origines encore méconnue 
dans laquelle les cellules de l’épiderme se renouvellent trop rapidement, engendrant des 
inflammations localisées (Goodman and Picard, 2012). 
 III.3- Les intégrines et le cancer : implications complexes 
 L’influence des intégrines sur la croissance tumorale dépend de leur répertoire 
d’expression et de leur état d’activation 
  Les cellules cancéreuses acquièrent, au cours de leur transformation, une série de 
caractéristiques les distinguant des cellules saines : une augmentation des signaux de survie 
cellulaire, une résistance aux signaux suppresseurs de croissance et une résistance à la mort 
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cellulaire, une capacité à s’immortaliser, à sécréter des signaux pro-angiogéniques, à acquérir 
des propriétés invasives et métastatiques (Hanahan and Weinberg, 2000), et, selon des études 
plus récentes, à remanier leur métabolisme énergétique et à résister aux défenses 
immunitaires. Un autre concept émergent est l’importance pour le foyer tumoral de la nature 
de son microenvironnement et des signaux qui en proviennent (Hanahan and Weinberg, 
2011). Les intégrines, du fait de leur position unique entre la cellule et son environnement, 
jouent un rôle important dans l’acquisition d’un certain nombre de ces propriétés cancéreuses 
et, en tant que telles, ont donc un important potentiel comme cibles thérapeutiques dans le 
traitement du cancer. 
 L’interaction entre les intégrines et la matrice extracellulaire contrôle les capacités 
migratoires et invasives de la cellule en influençant la localisation et l’activation des protéases 
responsables de la dégradation matricielle. De plus, l’attachement cellulaire est nécessaire à la 
survie et à la prolifération cellulaire. Une cellule saine ayant perdu contact avec la membrane 
est sujette à une apoptose induite par son détachement, un phénomène connu sous le nom 
d’anoïkis (Frisch and Ruoslahti, 1997). Bien que les cellules cancéreuses soient résistantes à 
l'anoïkis, les intégrines influencent grandement le devenir des cellules tumorales 
(Desgrosellier and Cheresh, 2010; Guo and Giancotti, 2004). La croissance tumorale est aussi 
dépendante des tissus alentours et les intégrines exprimées en surface des cellules 
endothéliales, périvasculaires ou fibroblastiques entourant le foyer tumoral (stroma) peuvent 
avoir un rôle déterminant dans la malignité des tumeurs. De même, les inhibiteurs des 
intégrines utilisés en traitement inhibent la croissance tumorale en affectant les cellules 
cancéreuses autant que les cellules entourant le foyer tumoral. 
 L’état d’activation des intégrines peut aussi influencer la survie cellulaire et donc la 
croissance tumorale. En effet, l’engagement des intégrines sur la matrice promeut la survie 
cellulaire en augmentant l’expression de BCl2 (B-cell lymphoma 2), l’activation des voies 
PI3K-Akt (PI3K : PhosphoInositide 3-Kinase) et NF-B (Nuclear Factor B) et/ou 
l’inactivation de p53. La régulation de ces voies est fonction du couplage entre les voies de 
signalisation liées aux intégrines et celles liées aux récepteurs aux facteurs de croissance. De 
plus, les intégrines non liées sont capables d’induire l’apoptose de cellules adhérentes, un 
processus appelée IMD (Integrin Mediated Death), via le recrutement sur leur queue 
cytoplasmique de la caspase 8 et son activation subséquente (Stupack et al., 2001). Ainsi les 
intégrines peuvent-elles promouvoir à la fois la survie ou la mort cellulaire selon leur 
engagement avec la matrice. Même si la part que l’IMD joue dans l’activité des inhibiteurs 
d’intégrines est encore méconnue, elle est indéniable. 
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 Ainsi, il semblerait que les antagonistes des intégrines aient plus d’efficacité dans les 
tumeurs n’ayant pas perdu l’expression de la caspase 8 et qui sont donc encore sensibles à 
IMD. Il a même été montré qu’v3 pouvait influencer la croissance tumorale dans un 
contexte indépendant de l’attachement à la matrice et le développement de métastases 
lymphatiques (Desgrosellier et al., 2009). 
 
Figure 9 : L’état d’activation des intégrines influence la survie cellulaire. Quand elles sont engagées 
sur la MEC, les intégrines activent des voies de signalisation promouvant la survie. Cette signalisation 
est modulée selon les récepteurs (tyrosine kinases ou aux facteurs de croissance) activés en surface de 
la cellule. Les intégrines non liées peuvent induire l’apoptose que la cellule soit en contact ou non avec 
la matrice (Adapté de Desgrosellier, et al., 2010). 
 La réponse à l’engagement des intégrines étant largement modulée par l’activation des 
récepteurs à activité tyrosine kinase ou des récepteurs aux facteurs de croissance (pour revue 
(Desgrosellier and Cheresh, 2010)), il est important de comprendre la signalisation croisée 
entre ces différents récepteurs, ainsi que leur communication avec certains oncogènes, pour 
pouvoir mieux prévoir la réponse tumorale aux traitements. 
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 Beaucoup de tumeurs dérivent du tissu épithélial et surexpriment 51, v3 et/ou 
V6. Bien qu’il soit reconnu que l’acquisition de caractéristiques cancéreuses par les cellules 
puisse drastiquement faire varier le patron d’expression de leurs intégrines (Plantefaber and 
Hynes, 1989), la façon dont ce dernier est modifié dépend du tissu d’origine de la tumeur, de 
son type histologique et du stade de progression de la maladie. Les fonctions même des 
intégrines exprimées peuvent être antagonistes puisque certaines vont promouvoir le 
développement tumoral (v3 par exemple) ou l’inhiber, comme c’est le cas de l’hétérodimère 
21 dont l’expression est fortement réprimée dans certains cancers du sein (Zutter et al., 
1995). Ainsi, en fonction du cancer considéré, la surexpression d’un type donné d’intégrine 
peut être corrélée à l’agressivité de la pathologie. L’accent a été mis ces dernières années sur 
la caractérisation du répertoire d’expression des intégrines en fonction des tumeurs et des 
patients. Sous certaines conditions, le traitement par un inhibiteur spécifique d’un 
hétérodimère peut générer une augmentation substantielle de l’espérance de vie des patients, 
comme dans le cas du Cilengitide administré aux personnes atteintes de glioblastomes (voir 
section IV.2-). 
 Les intégrines aident à la dissémination des cellules tumorales en participant 
activement aux étapes de la cascade métastatique 
 La cascade métastatique est l’ensemble des évènements qui conduisent une cellule 
cancéreuse à quitter la tumeur primaire pour pénétrer le système circulatoire et aller coloniser 
un nouvel organe pour y développer un nouveau foyer tumoral, ou métastase (Figure 10). 
Dans un premier temps, la cellule tumorale va perdre ses interactions avec la matrice 
extracellulaire et ses interactions cellule-cellule avec ses voisines. Cette perte de contact 
cellule-cellule peut être due à une mutation avec perte de fonction de l’E-cadhérine ou à une 
diminution de l’expression de cette dernière, et c’est une des étapes de la transition épithélio-
mésenchymateuse au cours de laquelle les cellules épithéliales perdent leur organisation pour 
acquérir un phénotype migratoire plus caractéristique des cellules mésenchymateuses (Thiery, 
2002). Leur phénotype migratoire permet alors aux cellules de dégrader et traverser la 
membrane basale avant d’envahir la matrice interstitielle. En plus de fournir à la cellule 
l’ancrage physique nécessaire à sa migration dans la matrice, les intégrines activent des voies 
de signalisation dont la voie ERK-MAPK (ERK : Extracellular signal Regulated Kinase, 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase) qui promeuvent la migration en réorganisant 
favorablement le cytosquelette et en modulant l’expression génique. L’importance du rôle des 
intégrines dans ce processus a été démontré par la réversion du phénotype malin de cellules de 
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cancer du sein par le traitement de ces dernières avec un anticorps inhibiteur des intégrines à 
chaîne 1 (Weaver et al., 1997). L’envahissement de la matrice interstitielle implique non 
seulement la migration cellulaire mais aussi le remodelage et la dégradation matriciels dans 
lesquels les intégrines sont aussi impliquées puisqu’elles permettent le recrutement et 
l’activation des MMP, (v3 qui recrute par exemple la MMP2 activée), et régulent dans 
certains cas l’expression génique de ces protéases.  
 
Figure 10 : La cascade métastatique permettant aux cellules cancéreuses de coloniser un nouvel 
organe. Les surbrillances indiquent l’implication des intégrines : dans la migration à travers la 
membrane basale et le tissu interstitiel, les processus d’intra- et d’extravasation (bleu), dans le 
recrutement des macrophages au foyer tumoral (vert), dans l’angiogenèse tumorale en réponse aux 
cytokines et facteurs de croissance sécrétés par la tumeur et son microenvironnement (rouge) et lors de 
l’interaction avec les plaquettes sanguines (violet). (Inspiré de Guo, 2004 ; Thiery, 2002 ; Felding-
Habermann, 2011.) 
 L’intravasation est le processus par lequel la cellule tumorale pénètre la circulation 
sanguine, soit directement soit via le système lymphatique (Figure 10). Dans le cas où la 
cellule entre directement dans le flux sanguin, son intravasation est facilitée par la mauvaise 
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organisation des vaisseaux résultant de l’angiogenèse tumorale (voir sous-partie suivante). De 
fait, ces vaisseaux présentent des discontinuités dans leur membrane basale, des jonctions 
cellule-cellule imparfaites et un défaut de recrutement des péricytes et des cellules de muscles 
lisses qui entourent normalement les vaisseaux sanguins. Dans le cas où la cellule cancéreuse 
quitte la tumeur primaire par le réseau lymphatique, son intravasation est facilitée par la 
relative perméabilité naturelle de ce réseau qui permet normalement la circulation rapide des 
cellules immunitaires à travers les organes. 
 Une fois dans la circulation sanguine, les cellules cancéreuses sont capables d’utiliser 
les intégrines v3 pour ponter une molécule de fibrinogène avec les intégrines IIb3 des 
plaquettes. Cela provoque l’activation des plaquettes, et la formation d’hétéroagrégats où des 
leucocytes sont aussi recrutés. Cette agrégation protège les cellules tumorales lors de leur 
transport en les préservant des forces de cisaillement du flux sanguin, mais aussi en 
empêchant leur lyse par les cellules NK (natural killers), facilitant ainsi la dissémination des 
métastases (Gay and Felding-Habermann, 2011). Ce processus permet de plus la sélection des 
cellules cancéreuses ayant le plus grand potentiel métastatique puisque pour interagir 
efficacement avec le fibrinogène circulant et provoquer l’agrégation plaquettaire, elles doivent 
exprimer à leur surface une forme constitutivement en haute affinité d’v3. Or cette intégrine 
favorise, rappelons-le, le recrutement de protéases qui vont favoriser son extravasation et la 
colonisation de l’organe cible (Rolli et al., 2003). Les hétéroagrégats vont favoriser l’arrêt des 
cellules cancéreuses sur l’épithélium vasculaire du tissu en multipliant les interactions 
possibles avec ce dernier via les intégrines et les sélectines spécifiquement exprimées en 
surface des leucocytes et des plaquettes (Figure 10). Ce sont les sélectines qui vont initier le 
roulement des agrégats sur l’endothélium et les intégrines qui vont permettre l’arrêt complet 
de leur mouvement (Gay and Felding-Habermann, 2011). La question se pose alors de savoir 
si les plaquettes, en plus de protéger les cellules cancéreuses dans la circulation, ne facilitent 
pas aussi leur extravasation en influençant la perméabilité des parois vasculaires par la 
sécrétion de chémokines comme elles peuvent le faire pour faciliter l’entrée des cellules 
immunitaires dans les sites d’inflammation. 
 Rôle des intégrines dans l’angiogenèse et la lymphangiogenèse tumorales 
 Lors du développement tumoral, l’angiogenèse joue un rôle primordial car les 
vaisseaux nouvellement formés sont indispensables à l’évacuation des déchets et à l’apport de 
l'oxygène et des nutriments sans lesquels la tumeur ne pourrait se développer au-delà d’un 
certain volume. Les cellules tumorales proches de vaisseaux préexistants sécrètent des 
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facteurs de croissance comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et des 
chémokines pour inciter l’endothélium vasculaire à sortir de sa quiescence, à entrer dans le 
cycle cellulaire pour proliférer et ensuite migrer pour former les vaisseaux sanguins tumoraux. 
Elles sécrètent aussi des chémokines favorisant le recrutement de monocytes et leur 
différenciation en macrophages qui sécrètent à leur tour des cytokines pro-angiogéniques 
(Avraamides et al., 2008). Les intégrines monocytaires, notamment 41, sont impliquées 
dans ce recrutement puisqu’elles permettent l’extravasation et la migration des cellules 
myéloïdes vers l’environnement néovasculaire (Figure 10) et que leur inhibition réduit 
l’angiogenèse tumorale (Jin et al., 2006).  Les facteurs de croissance sécrétés vont activer ou 
augmenter l’expression de certains hétérodimères d’intégrines sur les vaisseaux préexistants. 
Ainsi les hétérodimères v3 et 51 sont-ils surexprimés sur les endothéliums tumoraux 
comparativement à des endothéliums sains. Ils vont favoriser la survie et la migration 
cellulaire des cellules endothéliales lors de la formation des vaisseaux tumoraux en activant 
les voies de signalisation précédemment citées et en réponse à des facteurs de croissance 
différents selon l’hétérodimère considéré. De nombreuses études ont montré l’apport 
substantiel que pourrait apporter les inhibiteurs d’intégrines dans l’inhibition de la croissance 
tumorale via leur action sur l’angiogenèse tumorale et le Cilengitide, une petite molécule 
ciblant les intégrines v3 et v5 est le premier inhibiteur des intégrines à entrer en phase III 
d’essai clinique comme traitement contre le cancer et plus particulièrement le glioblastome 
(Mas-Moruno et al., 2010). 
 Comme précédemment indiqué, les cellules cancéreuses peuvent aussi quitter la 
tumeur primaire par intravasation dans le réseau lymphatique. L’angiogenèse tumorale 
s’accompagne donc d’une lymphangiogenèse. Les vaisseaux lymphatiques ne sont pas 
recouverts de péricytes et cellules musculaires lisses comme le sont les vaisseaux sanguins  
pour faciliter la circulation des cellules immunitaires et, par corolaire, sont donc plus faciles 
d’accès pour les cellules tumorales que les vaisseaux sanguins. Les nodules lymphatiques sont 
d’ailleurs souvent les premiers foyers métastatiques alors que les cellules cancéreuses entrant 
dans le flux sanguin tendent à provoquer le développement de métastase dans des organes 
plus éloignés du foyer primaire (Avraamides et al., 2008). Bien que plusieurs hétérodimères 
d’intégrines soient impliqués dans la lymphangiogenèse, il semblerait que l’hétérodimère 
91 ait un rôle prédominant puisque les souris invalidées pour cet hétérodimère présentent 
une lymphangiogenèse altérée et décèdent 6 à 12 jours après leur naissance d’une 
accumulation de lymphe dans la cavité pleurale (Huang et al., 2000). 
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IV- INHIBITEURS DES INTEGRINES : ENTRE ECHEC ET REUSSITE, 
DES RESULTATS CONTRASTES 
 Ainsi que précédemment évoqué, le développement d’inhibiteurs des intégrines est 
compliqué par la présence sur un même type cellulaire de plusieurs hétérodimères ayant des 
rôles différents, complémentaires ou parfois antagonistes, et influençant des voies de 
signalisation interdépendantes. Il a cependant été possible d’identifier des hétérodimères ayant 
un rôle prépondérant dans certaines pathologies (Table 2). La première intégrine à avoir été 
ciblée avec succès est l’intégrine IIb3 qui est spécifiquement exprimée en surface des 
plaquettes sanguines, ce qui en fait donc une cible idéale dans la prévention contre les chocs 
ischémiques (III-1.) puisque son inhibition empêche l’agrégation plaquettaire. En 2012, 
soixante-douze essais cliniques étaient en cours pour évaluer le potentiel d’inhibiteurs des 
intégrines, quarante-six autres ont été interrompus, et plus de cent quarante n’ont pas donné 
de résultats, bien que n’ayant pas été officiellement interrompus, dans les quinze dernières 
années (Goodman and Picard, 2012). Des anticorps, des peptides et des petites molécules ont 
été développés ciblant différents hétérodimères dans le cadre de diverses pathologies (Figure 
11), mais à l’heure actuelle seuls cinq inhibiteurs ont été approuvés et mis sur le marché : 
l’Abciximab, l’Eptifibatide et le Tirofiban, ciblant IIb3, l’Efalizumab ciblant L2 et qui a 
été retiré du marché en 2009 et le Natalizumab ciblant 41 qui a été retiré puis réintroduit sur 
le marché avec de sévères limitations (Warnke et al., 2010). Entre l’enthousiasme observé 
après le développement des premiers antagonistes des intégrines et les déconvenues survenues 
depuis, la progression des connaissances sur les intégrines et sur leur importance dans certains 
processus biologiques permettent aujourd’hui d’envisager le développement de nouveaux 
inhibiteurs en limitant leurs effets secondaires. Les résultats de certains essais cliniques en 
cours ne démentent pas, bien qu’en le nuançant, le potentiel des intégrines comme cibles 
thérapeutiques.  
 IV.1- Cilengitide : premier inhibiteur des intégrines à entrer en essai clinique de 
phase III en oncologie 
  Les intégrines v3, v5, 51 sont celles qui présentent le plus d’intérêt comme 
cibles en oncologie du fait de leur surexpression dans le foyer tumoral et seuls des inhibiteurs 
de ces intégrines sont actuellement en essai clinique de phase II ou III (Goodman and Picard, 
2012) en oncologie. Ces intégrines se lient à la matrice sur un peptide RGD porté par des 
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protéines comme la fibronectine, la vitronectine ou l’ostéopontine. Lors du développement 
des premiers inhibiteurs des intégrines, leur structure cristalline n’avait pas encore été 
élucidée (la première structure du domaine extracellulaire d’v a été publiée en 2001, 
(Xiong et al., 2001)). 

Figure 11: Répartition des inhiteurs des intégrines en fonction de l’hétérodimère et de la pathologie 
ciblée ainsi que du stade des essais cliniques. – (A) Nombre d’inhibiteurs développés en fonction d’un 
hétérodimère considéré et de la phase d’essai clinique. (B) Répartition des inhibiteurs en phase d’essai 
tardive (phase II à approuvés) en fonction des pathologies. (C) Types d’inhibiteurs en fonction de la 
phase clinique. (Mis en forme à partir de Goodman, 2012.) 
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 A l’inverse, la séquence minimale de liaison de la fibronectine au domaine 
extracellulaire des intégrines est connue depuis plus de 30 ans (Pierschbacher et al., 1981). 
Elle a été retrouvée sur d’autres protéines matricielles dont la vitronectine ou l’ostéopontine et 
la spécificité des intégrines pour ces différentes protéines leur est conférée par les différences 
de structure secondaire et tertiaire. Les premiers efforts de développement d’inhibiteurs des 
intégrines se sont donc portés sur la synthèse de peptides mimant la séquence RGD. 
Heckmann et Kessler ont écrit en 2007 une revue complète relatant l’historique de ces 
développements et la méthode de synthèse de ces inhibiteurs (Heckmann and Kessler, 2007). 
Le Cilengitide (Merck) a été synthétisé sur cette base (Dechantsreiter et al., 1999) avec 
comme particularité une cyclisation qui, en diminuant le nombre de conformations que le 
peptide peut adopter, augmente sa spécificité et son affinité envers les intégrines liant la 
vitronectine et la laminine (v et v5 principalement, au détriment d’b3 contre laquelle 
la molécule est environ trois cent cinquante fois moins active (Mas-Moruno et al., 2010)). De 
plus, une N-méthylation décrite pour augmenter la biodisponibité et la stabilité des peptides in 
vivo tout en contraignant stériquement le cycle à un nombre de conformations encore plus 
limité, augmente encore sa sélectivité et son affinité pour son substrat, phénomène déjà 
observé sur des cyclopeptides inhibiteurs d’b3.  
 Des travaux ont montré la capacité du Cilengitide (Figure 12) à induire l’apoptose par 
détachement de cellules endothéliales en culture sur de la vitronectine ou la tenascine; ces 
protéines, peu exprimées dans le cerveau adulte, sont produites en grande quantité par les 
cellules de tumeurs cérébrales. Des études ont donc été menées sur l’activité de la molécule 
sur des lignées cellulaires issues de tumeurs cérébrales connues pour exprimer v et sur des 
tumeurs cérébrales transplantées orthotopiquement chez la souris. Ainsi Taga et al. (Taga et 
al., 2002) ont-ils pu démontrer que le Cilengitide inhibait efficacement la croissance de ces 
xénogreffes en induisant l’apoptose des cellules tumorales et en inhibant l’angiogenèse 
tumorale, ce qui était attendu car les cellules endothéliales impliquées pendant ce processus 
surexpriment les intégrines v3 et v5, ce qui n’est pas le cas dans le développement 
physiologique des vaisseaux. 
 Le glioblastome est une tumeur cérébrale agressive et hautement vascularisée 
répondant mal aux chimiothérapies classiques et dont les cellules surexpriment l’intégrine 
v3 dans un  microenvironnement riche en vitronectine (Gladson and Cheresh, 1991). 
Couplées aux données précliniques de l’activité du Cilengitide sur les xénogreffes de tumeurs 
cérébrales, ces données ont conduit à la mise en place d’essais cliniques de phase I et II qui 
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ont démontré la bonne tolérance de la molécule par les patients et sa capacité à ralentir la 
progression de la maladie (Reardon et al., 2008). Le Cilengitide a été, ou est testé, en 
monothérapie ou en combinaison avec d’autres agents de chimiothérapie cytotoxiques, ou 
encore couplé à la radiothérapie sur des glioblastomes nouvellement diagnostiqués ou 
récurrents. Il est aussi testé sur d’autres cancers cérébraux dans le cadre d’une dizaine 
d’études cliniques de phase I et II. Ces travaux ont récemment été résumés par Scaringi et al. 
(Scaringi et al., 2012). En 2008, le Cilengitide est devenu le premier inhibiteur d’intégrine à 
entrer en essai clinique de phase III en oncologie (Mas-Moruno et al., 2010). 500 patients ont 
été recrutés pour cette étude nommée CENTRIC dont un premier rapport devrait paraître en 
2013 (http://clinicaltrials.gov). 
 
Figure 12: Structures de deux inhibiteurs peptidiques des intégrines. – (A) Structure du cyclopeptide 
RGD-mimétique Cilengitide, inhibiteur des intégrines vet v5 en phase III d’essai clinique pour le 
traitement des glioblastomes. (B) Structure du peptide mimant la séquence synergique de la 
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fibronectine ATN-161 ciblant l’intégrine 5en phase II d’essai clinique dans le traitement de 
tumeurs rénales et gliomales. 
 Bien que le Cilengitide soit l’inhibiteur des intégrines pour lequel les études cliniques 
sont les plus avancées en oncologie, d’autres molécules sont actuellement sujettes à des essais 
cliniques dans ce domaine, notamment un anticorps monoclonal dirigé contre 51, le 
Volociximab, ainsi qu'un peptide n’imitant pas la séquence RGD, ATN-161 (Figure 12). Le 
Volociximab est bien toléré par les patients atteints de tumeurs solides ainsi que l’a démontré 
une étude de phase I (Ricart et al., 2008) mais n’a pas donné de résultats consistants en 
monothérapie dans le traitement du cancer ovarien (Bell-McGuinn et al., 2011) en dépit 
d'études précliniques montrant un effet de la molécule sur l’angiogenèse tumorale. Ces 
résultats sont à nuancer au vu de l’agressivité des cancers ciblés et de la difficulté à les traiter 
par quelque approche thérapeutique que ce soit. C'est pourquoi les auteurs eux-mêmes 
conseillent la poursuite de l’évaluation de la molécule en combinaison avec d’autres agents de 
chimiothérapie sur les tumeurs solides. ATN-161 se distingue des autres peptides inhibiteurs 
des intégrines en ce sens qu’il ne mime pas la séquence RGD mais le motif synergique de la 
fibronectine. Ce motif est impliqué dans l’adhérence des cellules médiée par la séquence 
RGD et confère la spécificité pour la liaison à la fibronectine. ATN-161 n’affecte pas 
l’adhérence cellulaire, bien qu’il soit néanmoins capable d’inhiber la croissance de 
xénogreffes de cellules issues de cancer du sein humain chez la souris et de diminuer aussi le 
développement de métastases (Khalili et al., 2006), ce qui suggère que cette molécule a une 
activité plus subtile que les autres inhibiteurs peptidiques. Comme le Volociximab, et d’une 
manière générale les inhibiteurs d’intégrines testés en oncologie, ATN-161 est bien toléré par 
les patients et semble induire chez les patients une période de rémission  sans progression de 
la maladie (Cianfrocca et al., 2006). Des essais de phase II ont été entrepris avec cette 
molécule en combinaison avec le carboplatine dans le traitement du cancer rénal mais les 
résultats de ces études ne sont pas parus à ce jour. 
 L’ensemble de ces études souligne la validité de l’intérêt porté aux intégrines comme 
cibles thérapeutiques dans le cadre du traitement du cancer. L’efficacité de ces drogues 
semble vouée à être améliorée par leur utilisation en combinaison avec d’autres agents 
thérapeutiques ciblant des voies de signalisation interdépendantes de celles impliquant les 
intégrines, comme par exemple des inhibiteurs du VEGF, un facteur de croissance qui joue un 
rôle primordial dans l’angiogenèse tumorale. Une caractérisation du répertoire des intégrines 
surexprimées dans certaines tumeurs pourrait aider à l’optimisation du traitement appliqué et 
apporter de réels bénéfices aux patients. L’augmentation significative de l’espérance de vie 
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des patients atteints de glioblastomes surexprimant v3 traités au Cilengitide est la preuve de 
l’efficacité de cette stratégie. 
 IV.2- Inhibiteurs d’IIb3 : l’échec d’un succès annoncé 
 Antagonistes administrés en intraveineuse 
 Le développement d’inhibiteurs des intégrines plaquettaires IIb3 a été encouragé par 
l’idée que de tels antagonistes ne viendraient pas interférer sur les autres récepteurs de surface 
des plaquettes. Ainsi, même sous traitement, les plaquettes du patient devraient pouvoir 
former une monocouche sur le vaisseau lésé via d’autres récepteurs que les intégrines, 
assurant ainsi le maintien de l’hémostasie. A l’inverse, la formation du thrombus, médiée 
spécifiquement quant à elle par IIb3, serait inhibée, empêchant ainsi, dans un contexte 
pathologique tel que ceux décrits précédemment, l’occlusion d’un vaisseau sanguin et un choc 
ischémique chez le patient traité (Coller and Shattil, 2008). 
 Historiquement, les antagonistes d’IIb3 sont les premiers à avoir été développés. Il 
s’agit donc, pour les plus anciens d’entre eux, d’anticorps et de peptides RGD-mimétiques. A 
ce jour, trois inhibiteurs d’IIb3 sont administrés aux patients par intraveineuse : 
l’Abciximab, un anticorps humanisé, l’Eptifibatide, un cycloheptapeptide et le Tirofiban, une 
petite molécule non peptidique RGD mimétique (Coller and Shattil, 2008). Du fait de leur 
voie d’administration, ces molécules ne sont utilisées que pour des cas graves présentant des 
risques de thrombose, de chocs ischémiques ou d’infarctus du myocarde après des 
interventions coronariennes ou des occlusions partielles des vaisseaux comme des ischémies 
ou des angines de poitrine, qui correspondent à des douleurs thoraciques causées par un défaut 
d’apport d’oxygène. 
 L’Abciximab dérive d’un anticorps monoclonal initialement produit chez la souris, le 
7E3, qui lie la forme activée d’IIb3 (Coller, 1985). Le fragment variable de l’Abciximab est 
dérivé de la souris mais son fragment constant a été humanisé pour diminuer 
l’immunogénicité de la molécule et donc limiter les réactions immunitaires du patient contre 
cet antagoniste durant le traitement (Topol et al., 1999). Il a été le premier inhibiteur des 
intégrines autorisé sur le marché, en 1994. 
 L’Eptifibatide (Figure 13) a été synthétisé à partir de peptides trouvés dans le venin de 
certaines vipères connus sous le nom de désintégrines du fait de leur capacité à inhiber 
l’agrégation plaquettaire et l’adhérence cellulaire médiées par les intégrines. Dans cette 
molécule l’arginine (R) a été remplacée par une lysine (K), ce qui lui confère une spécificité 
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envers IIb3 au détriment des autres intégrines (Scarborough et al., 1993). Cette molécule a 
été optimisée par une cyclisation induite par un pont disulfure, une étude de l’activité en 
fonction de la taille du cycle et une modification des chaînes latérales des acides aminés. Elle 
a été approuvée en 1996. 
 Le Tirofiban est un RGD-mimétique non peptidique. Son squelette a été sélectionné 
dans une banque de molécules appartenant à la société Merck en se basant sur la distance 
entre le résidu amine et le résidu acide carboxylique qui doit être comprise entre 10 et 20 Ǻ 
comme dans la séquence RGD. Des analogues structuraux ont ensuite été synthétisés avec des 
variations sur la structure, la longueur de la chaîne et sur les charges présentées jusqu’à 
sélection de la structure la plus active présentée sur la figure 13 (Hartman et al., 1992). 
 
Figure 13 : Structures d’un certain nombre d’inhibiteurs d’IIb3. – (A) L’Eptifibatide (peptide) et le 
Tirofiban (petite molécule) sont des inhibiteurs d’IIb3 utilisés en clinique. (B) Exemples de structures 
de petites molécules développées pour être administrées par voie orale. Aucune de ces dernières n’a 
été mise sur le marché.  
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 A l’usage ces molécules se sont avérées efficaces, diminuant les accidents vasculaires 
et donc la mortalité après les angioplasties coronariennes et diminuant le nombre d’infarctus 
non fatals quand administrés en co-traitement avec des inhibiteurs des récepteurs à ADP 
(Armstrong and Peter, 2012). Cependant le développement de nouveaux traitements anti-
thrombotiques ayant moins d’effets secondaires limite aujourd’hui l’utilisation des 
antagonistes d’IIb3 aux cas les plus graves ou aux patients ne répondant pas ou mal aux 
traitements conventionnels. 
 Les principaux effets secondaires de ces molécules sont des épisodes hémorragiques 
consécutifs au traitement et dans certains cas, le développement d’une thrombocytopénie, 
c’est-à-dire une importante diminution du nombre de plaquettes sanguines chez les patients 
traités. Cette dernière est plus courante chez les patients traités avec l’Abciximab. Il est à 
noter que l’incidence de ces complications reste faible et inférieure à celle observée chez les 
patients ne recevant pas de traitements. 
 Antagonistes oraux d’IIb3 : un échec compris avec le recul 
 Le succès rencontré par les inhibiteurs d’IIb3 administrés en intraveineuse a incité les 
industries pharmaceutiques à se lancer dans le développement d’antagonistes pouvant être 
administrés par voie orale, ce qui rendrait leur utilisation plus facile puisque ne nécessitant 
pas d’hospitalisation, et permettrait d’en faire un traitement de fond pour les personnes 
présentant des risques de thrombose et non plus un traitement ponctuel uniquement. 
Rapidement des molécules comme le Xemilofiban, l’Orbofiban (Searle), le Sibrafiban 
(Roche) ou le Lotrafiban (Smith Kline Beecham), pour ne citer qu’elles, sont entrées en essai 
clinique. Cox a compilé les résultats de l’ensemble des essais cliniques concernant ces 
molécules (Cox, 2004) et les structures de certaines d’entre elles sont présentées dans la 
Figure 13. Si toutes ces molécules ont atteint la phase III d’essai clinique, aucune n’a été mise 
sur le marché, ces études montrant au mieux une absence d’effet bénéfique de ces 
antagonistes ou, dans le pire des cas, une augmentation de la mortalité chez les sujets traités. 
Ceci a conduit à l’arrêt de l’ensemble des essais des antagonistes oraux d’IIb3, un sérieux 
revers au vu du nombre d’entreprises ayant investi dans ce type de programme de recherche et 
des millions de dollars qui ont été perdus. 
 Dans un premier temps l’augmentation de la mortalité chez les patients traités a été 
attribuée à une cytotoxicité directe des composés. Il a fallu attendre la parution d’une méta-
analyse des nombreux essais cliniques en 2002 pour que cette hypothèse soit écartée (Newby 
et al., 2002). Un total de 33326 personnes a participé à ces essais, qui ont été traitées dans le 
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cadre d’angioplasties coronariennes, de syndromes coronariens aigus et de prévention 
d’occlusion vasculaire. Une augmentation de 31% de la mortalité a été observée chez les 
patients recevant les molécules par rapport aux patients traités avec un placebo ou l’aspirine 
seule, mortalité qui reste faible dans tous les cas. Parmi les causes des décès ont été observés 
des infarctus, des thromboses et des chocs ischémiques. Chez certains patients traités à faible 
dose d’inhibiteur d’IIb3 en combinaison avec l’aspirine, des saignements ont été observés. 
 Causes possibles des effets secondaires 
 De nombreuses études ont été réalisées pour tenter d’expliquer les effets secondaires 
induits par les antagonistes d’IIb3. Les cas de thrombocytopénie pourraient s’expliquer par 
l’exposition d’épitopes sur IIb3 consécutive à la fixation de l’antagoniste sur l’intégrine. De 
tels épitopes, appelés LIBS (Ligand Inducing Binding Sites) ont été observés après la fixation 
de l’Eptifibatide, du Tirofiban et du Xemilofiban (Armstrong and Peter, 2012). Des anticorps 
dirigés contre ces LIBS ont été observés chez certains patients, parfois même avant toute 
exposition aux antagonistes. Chez ces personnes, l’exposition des LIBS pendant le traitement 
peut provoquer une réponse immunitaire et la destruction des plaquettes liant l’inhibiteur, 
d’où une chute du nombre de ces dernières et la thrombocytopénie (Aster, 2005). Dans le cas 
de l’Abciximab, les LIBS ne sont pas exposés mais la réponse immunitaire conduisant à 
l’élimination des plaquettes pourrait être induite par le fragment variable de l’anticorps qui est 
d’origine murine. 
 Par ailleurs, il était attendu que les antagonistes d’IIb3 visant son domaine de fixation 
à la matrice induisent un changement conformationnel du domaine extracellulaire de 
l’intégrine. Cela s’est confirmé par la publication postérieure de la structure cristalline 
d’IIb3 en complexe avec ce type d’inhibiteurs (Xiao et al., 2004). A l’époque des premiers 
essais des antagonistes d’IIb3, les conséquences de ce changement de conformation avaient 
été largement sous-estimées car les intégrines étaient vues comme de « simples » mécano-
transducteurs dont la signalisation ne pouvait être induite que par la fixation à la MEC. De ce 
fait, il était attendu qu’en inhibant la fixation à cette dernière, la signalisation des intégrines 
serait totalement abrogée (Cox, 2004). 
 Or, ainsi que cela est largement admis aujourd’hui, la fixation d’une molécule RGD 
mimétique sur l’intégrine IIb3 va induire l’adoption d’une conformation partiellement 
déployée par les domaines extracellulaires et l’induction d’une signalisation entrante qui est 
va provoquer une activation partielle des plaquettes avec notamment sécrétion des granules 
qui promeuvent l’activation plaquettaire paracrine (Armstrong and Peter, 2012). Cette 
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activation peut conduire à la formation d’agrégats plaquettaires dans la circulation. Ce 
phénomène a été observé in vitro sur des plaquettes traitées par l’Orbofiban (Racanelli et al., 
2003). Quand l’agrégation des plaquettes purifiées est induite par une faible dose d’agoniste 
comme l’ADP, l’Orbofiban est capable d’inhiber le phénomène de façon dose dépendante. 
Quand la concentration en agoniste est augmentée, l’antagoniste d’IIb3 va limiter la 
formation de gros agrégats mais, paradoxalement, augmenter la formation de micro-agrégats. 
Ces derniers ont un potentiel pro-thrombotique et pro-coagulant non négligeable et sont 
considérés comme un marqueur de risques chez les patients. La formation de ces micro-
agrégats in vitro est observée pour des concentrations d’Orbofiban comparables à celles 
utilisées chez les patients et on peut considérer que les pathologies des personnes traitées 
induisent dans la circulation des conditions favorisant l’agrégation plaquettaire équivalentes à 
celles reproduites in vitro par ajout d’ADP. Cela pourrait expliquer l’occurrence de 
thromboses pendant le traitement et donc la hausse de mortalité constatée. 
 Le fait que les accidents vasculaires observés avec les inhibiteurs oraux ne soient pas 
ou peu retrouvés avec les inhibiteurs administrés par intraveineuse s’explique assez 
facilement par un effet de dose : en cas de perfusion continue du produit, la concentration 
sanguine est telle que l’effet d’agonisme partiel est masqué ; la molécule est alors capable 
d’inhiber la fixation de tous les hétérodimères au fibrinogène et aucun agrégat ne peut se 
former. Quand l’administration se fait par voie orale, il est quasiment impossible de maintenir 
une concentration sanguine en antagoniste constante ; cette dernière variera forcément au 
cours du temps entre deux prises et d’autres facteurs comme l’alimentation vont fortement 
influencer l’assimilation de la drogue. Dès lors, si la concentration descend en dessous d’un 
certain seuil et que d’autres signaux induits par la pathologie du patient favorisent l’activation 
plaquettaire, la molécule ne pourra que contenir partiellement la formation des agrégats en 
limitant leur taille (comme observé dans l’étude in vitro), et les micro-agrégats formés 
peuvent s’avérer suffisants pour provoquer un incident thrombotique mortel. 
 IV.3- Limitations et perspectives de développement 
 Ainsi qu’illustré ici au travers des exemples du Cilengitide et des inhibiteurs d’IIb3, 
les thérapies visant les intégrines sont à la fois prometteuses et difficiles à mettre en place. 
L’échec inattendu du développement des antagonistes oraux d’IIb3 et les pertes financières 
qu’il a provoquées, ainsi que le retrait du marché de l’Efalizumab, limitent l’intérêt que 
l’industrie pharmaceutique porte aux intégrines comme cibles thérapeutiques. Néanmoins 
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plusieurs molécules sont actuellement en phase avancée d’essai clinique et le recul acquis sur 
les expériences précédentes ouvre la voie à des méthodes innovantes d’inhibition des 
intégrines, qui pourraient encourager au développement et à la mise sur le marché de 
nouvelles molécules dans les années à venir. 
 Inhibiteurs d’intégrines et maladies opportunistes : limitations supplémentaires 
 Le Natalizumab (Tysabri® commercialisé par Biogen-Idec) est un anticorps 
monoclonal humanisé inhibant la sous-unité  d’qui est, comme décrit précédemment,  
impliquée dans l’extravasation des leucocytes (Steinman, 2012). La sclérose en plaque est une 
maladie auto-immune provoquant une démyélinisation inflammatoire causée entre autres par 
une accumulation anormale des leucocytes dans les espaces périvasculaires cérébraux qui peut 
être atténuée par l’inhibition de l’extravasation de ces derniers. Ainsi, le Natalizumab 
administré seul ou en combinaison avec l’interféron 1a, une thérapie classique pour la 
sclérose en plaque, donnait des résultats encore jamais vus en diminuant significativement la 
fréquence des rechutes et l’apparition de nouvelles lésions cérébrales chez les patients 
(Polman et al., 2006; Rudick et al., 2006). Il a aussi été testé pour le traitement de la maladie 
de Crohn avec de bons résultats (Targan et al., 2007). Malgré ces résultats encourageant, le 
produit a fait l’objet d’un retrait du marché volontaire de son développeur en 2005 après 
l’apparition chez deux patients impliqués dans l’essai clinique d’une maladie opportuniste 
causée par un virus et se développant principalement chez les personnes immunodéprimées, la 
leucoencéphalopathie multifocale progressive (LMP). L’infection primaire causant cette 
maladie est encore méconnue mais se produirait pendant l’enfance et serait asymptomatique 
jusqu’à réactivation du virus en cas de défaut de l’immunosurveillance. Le Natalizumab, en 
inhibant la circulation normale des leucocytes, provoque une immunodépression chez les 
patients qui est favorable au développement de cette pathologie conduisant à la démence avec 
perte de vue et de mobilité. Cependant, avec une incidence d’environ 1:1000 à 18 mois, le 
risque lié au développement d’une LMP a été jugé inférieur au bénéfice apporté par le 
Natalizumab et ce dernier a été réintroduit sur le marché en 2006 avec des indications 
d’utilisation drastiques (uniquement chez les patients ne répondant pas ou mal aux traitements 
classiques ou ayant plus de deux rechutes par an). Des efforts sont faits pour développer un 
dépistage efficace de l’infection primaire par le virus responsable de la LMP afin de prévenir 
l’administration du Natalizumab à des patients à risque (Warnke et al., 2010). 
 L’Efalizumab (Raptiva® commercialisé par Genentech), un anticorps monoclonal 
ciblant L2 et inhibant donc l’activation et la migration des lymphocytes T, était étudié dans 
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le traitement du psoriasis (Leonardi et al., 2005) avant d’être lui aussi volontairement retiré du 
marché en 2009 pour développement de LMP par certains patients (8 cas recensés contre 32 
pour le Natalizumab) (Molloy and Calabrese, 2009). L’inhibition des intégrines exprimées sur 
les cellules immunitaires, bien que spécifique du fait de la restriction d’expression de ces 
hétérodimères, soulève donc un problème d’immunodépression chez les patients (d’autres 
maladies opportunistes ont été développées bien que moins renseignées que la LMP) qui 
limite leur commercialisation et/ou leur administration à des cas particuliers bien déterminés. 
Cette restriction n’empêche pas l’obtention de résultats impressionnants avec le Natalizumab 
ou l’Efalizumab et n’est pas spécifique aux inhibiteurs d’intégrines puisque  l’administration 
d’autres anticorps monoclonaux a aussi conduit au développement de cette maladie 
opportuniste rare (Keene et al., 2011). 
 Effets dose dépendants: la question reste posée 
 Comme précédemment évoqué, l’effet d’agonisme partiel des molécules mimant la 
séquence RGD peut avoir des effets secondaires critiques chez les patients. Ces effets, 
observés pour les inhibiteurs d’IIb3, se sont révélés être délétères pour les traitements oraux 
mais n’ont que peu d’incidence dans le cadre d’une administration en intraveineuse 
garantissant une concentration élevée et constante d’antagoniste. Les effets dose-dépendants 
mis en lumière pour ces molécules (Racanelli et al., 2003) n’empêchent pas leur utilisation en 
clinique.  
 Des travaux publiés après le lancement de l’essai CENTRIC montrent que le 
Cilengitide peut aussi avoir des effets dose-dépendants (Reynolds et al., 2009). En effet, sur 
un modèle de gliome, des doses nanomolaires de Cilengitide promeuvent l’angiogenèse 
tumorale médiée par le VEGF et la croissance tumorale. Cela s’expliquerait par une 
augmentation de la migration des cellules endothéliales impliquée dans l’angiogenèse 
tumorale, augmentation sous-tendue par une hausse du recyclage du VEGF et des intégrines 
v3 qui sont recrutées en plus grand nombre en périphérie cellulaire. Les auteurs de ces 
travaux concluent en expliquant que ces effets proangiogéniques à faible concentration 
pourraient diminuer les effets bénéfiques du Cilengitide car bien que ce dernier soit 
administré à plus haute concentration dans le cadre de l’essai clinique, l’intervalle de temps 
entre les injections et la durée de demi-vie du produit pourraient faire qu’il y ait une 
alternance entre des concentrations plasmiques pro- et antiangiogéniques. Ces effets 
contradictoires pourraient au final se traduire par une absence d’effet du produit par rapport 
au traitement combiné de chimio- et radiothérapie seul.  
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 Des voix se sont élevées pour nuancer les conclusions de ces travaux (Weller et al., 
2009), rappelant que les patients recrutés dans le cadre de l’essai CENTRIC étaient atteints de 
glioblastome et non de gliome, et que l’essai avait été mis en place autour d’une combinaison 
du Cilengitide avec un agent cytotoxique et de la radiothérapie, deux traitements que le 
Cilengitide semble potentialiser, et que la molécule devait être administrée à des doses 
supérieures à celles où l’effet pro-angiogénique a été observé. En réponse, les auteurs de la 
première étude ont rappelé que les effets potentialisateurs du Cilengitide sur la radiothérapie 
étaient observés pour des doses bien inférieures à celles utilisées durant l’essai (Reynolds et 
al., 2009). Au final, seuls les résultats de l’essai clinique pourront trancher sur la question de 
l’effet dose-réponse du Cilengitide, mais ces échanges mettent en avant l’importance d’une 
caractérisation poussée de la pharmacocinétique et de la pharmacodynamique des molécules 
avant toute étude clinique, fait qui a aussi été mis en lumière lors des essais des inhibiteurs 
oraux d’IIb3, essais jugés par certains comme trop hâtifs et manquant d’une bonne 
caractérisation des effets complexes que peuvent avoir des molécules inhibant des acteurs 
cellulaires aussi centraux que les intégrines. 
 Nouvelles stratégies d’inhibition des intégrines 
 
Figure 14 : Nouvelles stratégies d’inhibition des intégrines. – (A) Inhibition spécifique de la forme 
activée des intégrines empêchant leur interaction avec la matrice extracellulaire n’entraînant pas de 
changement conformationnel ni d’exposition d’épitope potentiellement immunogénique (LIBS). (B) 
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Inhibition spécifique d’une seule sous-unité de l’hétérodimère empêchant le passage en haute affinité 
de l’hétérodimère et garantissant une bonne spécificité envers une sous-famille d’intégrines donnée. 
(C) Inhibition allostérique de l’intégrine empêchant son passage en haute affinité sans interagir avec le 
site de fixation du ligand et n’induisant donc pas de signalisation entrante indésirable. (D) Inhibition 
de l’interaction entre la queue cytoplasmique des intégrines et leurs partenaires inhibant la 
signalisation en aval des intégrines. 
 Au vu des résultats contrastés donnés par les antagonistes des intégrines qui agissent 
en bloquant leur liaison avec la matrice extracellulaire par occupation du site de liaison, 
d’autres alternatives ont été envisagées.  
 Blue et al. ont identifié le composé RUC-1 lors d’un criblage à haut débit pour sa 
capacité à inhiber l’adhérence plaquettaire sur du fibrinogène (Blue et al., 2008). Cette 
molécule ne se lie qu’à la sous-unité IIb de l’intégrine plaquettaire humaine, ce qui lui 
confère une spécificité importante. Même si la liaison de RUC-1 se fait sur le domaine 
extracellulaire de l’intégrine, elle ne provoque pas de changement conformationnel (Zhu et 
al., 2010). Son activité anti-thrombotique est avérée in vivo (Blue et al., 2009). RUC-1 
n’induit donc pas de signalisation entrante ni d’exposition des LIBS, deux phénomènes à la 
base des effets secondaires indésirables des inhibiteurs connus d’IIb3.  
 L’inhibition allostérique des intégrines est aussi une alternative aux antagonistes 
conventionnels. Ainsi une petite molécule de la famille des statines a-t-elle été identifiée 
comme un inhibiteur de LFA-1 qui, par fixation sur un domaine allostérique de l’intégrine, 
bloque son passage en haute affinité, empêchant ainsi l’interaction entre LFA-1 et son substrat 
ICAM-1. Les domaines extracellulaires autres que ceux d’interaction avec le ligand étant 
variables d’un hétérodimère à un autre, ce type d’inhibition est très spécifique d’une intégrine 
donnée. Cette molécule est capable d’inhiber efficacement l’inflammation dans un modèle 
murin de péritonite (Weitz-Schmidt et al., 2001). Ce type d’approche a aussi permis le 
développement d’un anticorps maintenant IIb3 en basse affinité sans se lier au site 
d’interaction. Cette molécule est capable d’empêcher la fixation du fibrinogène sur les 
plaquettes traitées et inhibe l’agrégation (Haas, 2008). 
 Une autre approche envisageable est l’inhibition spécifique de la conformation de 
haute affinité des intégrines. Développé contre IIb3, un anticorps spécifique de la forme 
activée de l’intégrine est capable d’inhiber l’agrégation plaquettaire et la formation du 
thrombus sans gêner à l’adhérence des plaquettes. L’anticorps n’induit pas d’exposition des 
LIBS ni de signalisation entrante (pas de signalisation activatrice comme l’expression de 
certaines sélectines détectée chez les plaquettes traitées). Son efficacité est équivalente à celle 
des agents anti-thrombotiques actuellement sur le marché et contrairement à ces derniers, elle 
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ne rallonge pas le temps de saignement, ce qui indique des risques hémorragiques réduits par 
rapport aux antagonistes d’IIb3 actuellement sur le marché (Schwarz et al., 2006). 
 En inhibant les intégrines sans induire de signalisation entrante, les inhibiteurs 
allostériques ou spécifiques de la haute affinité sont regardés comme des pistes prometteuses 
qui pourraient se substituer aux antagonistes ligand-mimétiques actuellement utilisés (Ahrens 
and Peter, 2008). Les domaines transmembranaires et cytoplasmiques des intégrines 
pourraient aussi être ciblés par des inhibiteurs. Le domaine cytoplasmique ne se compose que 
d’une quarantaine d’acides aminés mais sert de plateforme de recrutement de nombreuses 
protéines régulatrices et enzymes qui coordonnent et modulent la signalisation en aval des 
intégrines. La taline et la paxilline recrutées sur ce domaine servent dans l’initiation d’un 
grand nombre de signaux et au recrutement de régulateurs de ces derniers. Des molécules 
inhibant leur interaction avec les intégrines soulèveraient un vif intérêt (Cantor et al., 2008). 
La preuve de concept que l’inhibition de la signalisation initiée par les intégrines a un 
potentiel thérapeutique a été apportée par les travaux de Kummer et al. montrant l’inhibition 
de l’interaction entre la paxilline et 4 par une petite molécule qui empêche le recrutement des 
leucocytes mononucléés au site d’inflammation (Kummer et al., 2010) sans altérer le reste des 
fonctions de ces cellules, permettant le maintien d’une partie des fonctions immunitaires 
(Kummer and Ginsberg, 2006). 
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Objectifs de thèse
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 Dans le contexte actuel, la plupart des inhibiteurs de l'adhérence cellulaire médiée par 
les intégrines sont des peptides ou des petites molécules RGD-mimétiques induisant une 
signalisation en aval des intégrines qui produit des effets secondaires limitant leur utilisation 
clinique. Nous nous sommes proposés d'identifier et de caractériser une classe de petites 
molécules capables d’inhiber l’activation des intégrines et la signalisation associée. Nous 
avons aussi souhaité montrer leur action dans un contexte physiologique. En interagissant 
directement avec le domaine cytoplasmique des intégrines, ce type de petites molécules 
inhiberait ces récepteurs transmembranaires sans induire de signalisation entrante, ce qui 
pourrait limiter leurs effets secondaires par rapport aux molécules RGD-mimétiques 
actuellement sur le marché. 
 
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I- IDENTIFICATION D’ANTAGONISTES ET D’AGONISTES DE 
L’INTERACTION ENTRE LA QUEUE CYTOPLASMIQUE DE 
L’INTEGRINE 1 ET SON REGULATEUR NEGATIF ICAP-1 : 
CRIBLAGE SECONDAIRE D’UN CRIBLAGE A HAUT DEBIT DE 
PETITES MOLECULES 
 I.1- Introduction 
 Une des difficultés dans le ciblage thérapeutique des intégrines est la compréhension 
extensive de leur mode de fonctionnement et l’intégration de ce dernier dans les nombreuses 
voies de signalisation. La génération ou la modulation de signaux en réponse à l’état 
d’activation des intégrines sont contrôlées par leurs partenaires cytoplasmiques 
principalement. Outre les partenaires activateurs comme la taline ou la kindline, les intégrines 
ont aussi des régulateurs négatifs favorisant leur maintien en basse affinité. Certains de ces 
partenaires sont spécifiques d’une sous-famille d’intégrine comme c’est le cas pour ICAP-1, 
un régulateur négatif des intégrines 1, qui a été exhaustivement étudié au sein du laboratoire. 
La fonction de ce dernier ne se limite cependant pas au simple maintien en basse affinité de 
ces récepteurs: ICAP-1 régule la dynamique de formation des adhérences focales et peut se 
localiser dans le noyau.  
 Fonctions cellulaires d’ICAP-1 
 ICAP-1 est une protéine de 200 acides aminés environ portant entre autres un domaine 
PTB lui permettant d’interagir avec la séquence NPxY membrane distale de 1 (Bouvard et 
al., 2003) et une séquence NLS (nuclear localization sequence). Il a été montré qu’une 
surexpression d’ICAP-1 diminuait l’adhérence et augmentait la migration cellulaire en 
diminuant la formation de nouvelles plaques d’adhérence et en déstabilisant les adhérences 
focales préexistantes (Bouvard et al., 2003). Cette propriété semble résulter de la fixation 
mutuellement exclusive d'ICAP-1 et de la taline sur le domaine cytoplasmique des intégrines. 
L'interaction  avec la queue cytoplasmique de la sous unité 1 ne se faisant pas sur le même 
motif NPxY, la compétition entre les deux interacteurs pourrait être due à un encombrement 
stérique ou à un changement conformationnel induit par la fixation de l’un et empêchant la 
fixation de l’autre. Récemment, il a été montré une compétition directe entre ICAP-1 et la 
kindline-2 au niveau du motif NPxY membrane distal, ce qui expliquerait l'inhibition de la 
liaison intégrine/taline par ICAP-1 (Brunner et al., 2011). Bien qu’il ne soit pas localisé dans 
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les adhérences focales, ICAP-1 influence leur dynamique d’assemblage mais non de 
désassemblage en favorisant la conformation de basse affinité des intégrines 1.  Un cycle 
haute/basse affinité des intégrines à chaîne 1 favorisé par ICAP-1 semble permettre la 
perception de la densité matricielle par la cellule. En effet, les cellules dans lesquelles le gène 
Icap-1 est inactivé (ICAP-/-) ont un comportement sur une faible densité de matrice 
comparable à celui observé exclusivement sur de cellules contrôles étalées sur des densités 
matricielles plus importantes (Millon-Fremillon et al., 2008). 
 Outre son rôle dans la dynamique des adhérences focales, il a été montré qu’ICAP-1 
était localisé en périphérie cellulaire dans le lamellipode durant les phases précoces de 
l’étalement cellulaire, zone enrichie en intégrines à chaîne 1. Après ces phases précoces,  
ICAP-1 se dissocie de pour être retrouvé dans le cytoplasme mais aussi dans le noyau. Sa 
localisation nucléaire lui permet de stimuler l’activité transcriptionnelle du promoteur du 
proto-oncogène c-myc et, par extension, de favoriser la prolifération cellulaire (Fournier et al., 
2002). La localisation nucléaire d’ICAP-1 semble dépendante de l’engagement de 1 sur son 
substrat et la stimulation de la prolifération que cette dernière engendre pourrait être causée 
par l’interaction d’ICAP-1 avec la protéine Nm23-H2 (Fournier et al., 2005).  
 Afin d’étudier plus avant les fonctions nucléaires d’ICAP-1, le laboratoire a développé 
un criblage à haut débit de petites molécules pour identifier des composés chimiques capables 
de promouvoir ou d’inhiber l’association entre ICAP-1 et 1 afin de pouvoir contrôler sa 
localisation cellulaire. 
 Principe du criblage à haut débit 
 Le criblage à haut débit a été réalisé sur la plateforme dédiée à cet effet du CEA de 
Grenoble, le CMBA (centre de criblage de molécules bio-actives). Il a été mis au point et 
miniaturisé sur la base d’un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) en plaques 
96 puits. Le principe en est résumé dans la figure 1 : le domaine cytoplasmique de l’intégrine 
1 a été adsorbé au fond des puits et ces derniers ont ensuite été saturés par la BSA (Bovine 
Serum Albumine), connue pour ses propriétés anti-adhésives, limitant les interactions 
aspécifiques. Par la suite les molécules de la chimiothèque ont été ajoutées dans les puits en 
présence de la forme T38D phosphomimétique constitutivement active d’ICAP-1. Après 
lavage, l’addition d’anticorps dirigés contre ICAP-1 a permis de discriminer les différents 
signaux : l’interaction basale entre ICAP-1 et 1 (contrôle), une interaction promue par la 
présence d’une molécule (augmentation du signal par rapport au contrôle) ou une interaction 
défavorisée par l’ajout d’une molécule (diminution du signal par rapport au contrôle). Le 
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signal contrôle a été déterminé en présence de 1% de DMSO correspondant à la concentration 
finale de solvant utilisée dans les tests. Le signal non spécifique pouvant être obtenu a été 
déterminé par ajout d’ICAP-1 sur des puits ne portant pas 1 adsorbée à leur surface. 

Figure 1: Principe du criblage à haut débit basé sur un test biochimique d’interaction entre la queue 
cytoplasmique de 1 (vert) et ICAP-1 (violet) activée ou inhibée par la molécule testée (jaune).
 Les 3520 molécules criblées ont été sélectionnées dans la Chimiothèque Nationale et 
proviennent de trois laboratoires indépendants les uns des autres. Elles ont été testées à une 
concentration moyenne de 50 µM. Un premier criblage a été exécuté avec un facteur Z de 
0.59, ce facteur étant une référence dont la valeur est déterminée en fonction des paramètres 
du test et qui témoigne de la fiabilité de ce dernier (Zhang et al., 1999). On considère en effet 
qu’un test peut être utilisé pour conduire un criblage à haut débit quand son facteur Z est 
compris entre 0,5 et 1. Le seuil de sélection des molécules inhibitrices et activatrices a été fixé 
à 1,24% du nombre total de composés testés, soit quarante composés activateurs et quarante 
inhibiteurs (Figure 2). Le pourcentage d’activité a été défini comme étant égal à 
100x[E(base)-E(échantillon)]/E(base) ; E(base) correspond au signal mesuré pour 
l’interaction ICAP-1/1 seuls et E(échantillon) correspond au signal mesuré pour la condition 
testée. Étonnamment, si l’interaction a pu être amplifiée de plus 400% pour certaines 
molécules activatrices, l’inhibition, elle, n’a jamais dépassé les 50%. Un second test a été 
réalisé dans les mêmes conditions pour confirmer les touches du criblage primaire permettant 
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de confirmer l’activité inhibitrice ou activatrice de ces molécules (Delphine Scokaert, 
communication personnelle). 
 Une partie des molécules testées provenaient de la chimiothèque de l’Institut de 
Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires (Lyon). Suite aux discussions avec 
les chimistes responsables de la plateforme, les composés listés dans la Table 1 nous ont été 
fournis. Certaines de ces molécules se sont révélées actives dans le criblage primaire 
(surlignage bleu). Les autres, testées ou non, devaient servir à l’étude de la relation structure-
activité de la famille de composés. La première partie de ce travail de thèse a donc consisté à 
mettre en place un criblage secondaire in cellulo de ces molécules. 
 
Figure 2: Représentation des résultats du criblage à haut débit primaire des molécules. Ici sont 
représentés les résultats pour les molécules inhibitrices de l’interaction ICAP-1/, les quarante 
molécules ayant été sélectionnées pour un criblage secondaire étant représentées en rouge. 0% 
correspond au signal obtenu pour l’interaction entre les deux partenaires en présence de 1% de DMSO. 
 
Structure Formule brute 
Masse 
moléculaire 
(g.mol-1) 
Identifiant 
Score en 
criblage 
primaire 
C18H18N2OS 310.42 U181-04-15-L-D11 10.77 
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C13H16N2S 232.35 U181-04-15-L-F08 24.56 
 
C12H13NOS 219.31 U181-04-15-L-F09 16.86 
 
C13H15NS 217.34 U181-04-15-L-G06 41.22 
 
C19H20O6 344.36 U181-10-08-L-B05 -33.57 
 
C18H18O4 298.34 U181-10-08-L-B06 -248.37 
 
C17H16O4 284.31 U181-10-08-L-B07 30.90 
 
C16H14O4 270.28 U181-10-08-L-B08 -4.16 
 
C19H20O5 328.36 U181-10-08-L-C06 -335.46 
 
C15H10O7 302.24 U181-10-06-L-B03 -329.92 
 
C15H10O6 286.24 U181-12-19-L-C08 -202.27 
 
C15H10O5 270.24 U181-12-19-L-D06 -66 
 
C15H10O5 270.24 U181-12-22-L-A02 Non testée
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C15H10O7 302.24 U181-12-21-L-H11 Non testée
 
C19H18O6 342.35 U181-10-08-L-F05 1.08 
 
C18H16O6 328.32 U181-10-11-L-A08 -336.96 
 
C22H20O9 428.40 U181-10-11-L-A11 
-321.65 
(moyenne)
C15H12O4 256.26 U181-10-20-L-A03 -4.98 
 
C17H14O5 298.30 U181-10-20-L-A04 4.43 
 
C16H14O5 286.29 U181-10-20-L-A06 18.99 
 
C18H16O6 328.32 U181-10-20-L-A07 5.16 
C14H10O4 242.23 U181-10-20-L-B03 -523.80 
 
Table 1 : Structures des molécules ayant montré une activité activatrice (valeurs négatives) ou 
inhibitrice (valeurs positives) de l’interaction ICAP-1/1 et des analogues structuraux qui nous ont été 
fournis pour le criblage secondaire. Les lignes surlignées en bleu correspondent aux composés ayant 
montré une activité retenue lors du criblage automatisé. 
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 I.2- Synthèse des résultats 
 Afin de s’assurer que les touches du criblage primaire étaient des candidats 
exploitables comme outils pour influencer la localisation cytoplasmique ou nucléaire d’ICAP-
1, il a fallu dans un premier temps s’assurer que ces molécules étaient capables de traverser la 
membrane plasmique et que leur activité in vitro était aussi observable in cellulo. Comme 
précédemment évoqué, ICAP-1 est observé en périphérie de la cellule dans les étapes 
précoces de l’étalement cellulaire sur la fibronectine qui est dépendant de 1 (Fournier et al., 
2002). Il a aussi été montré qu’ICAP-1, par sa compétition avec la taline pour la fixation sur 
la queue cytoplasmique de 1, influençait la vitesse de formation des adhérences focales et 
donc l’étalement cellulaire (Millon-Fremillon et al., 2008). ICAP-1 étant un régulateur négatif 
de 1, une molécule inhibant leur interaction devrait provoquer, pour des cellules sauvages 
exprimant ICAP-1, un étalement comparable à celui observé pour des cellules n’exprimant 
pas ICAP-1 (ICAP-/-). A l’inverse, une molécule activatrice de leur interaction devrait 
stimuler l’étalement cellulaire et donc augmenter l’aire cellulaire par rapport aux cellules non-
traitées, en particulier dans les premiers temps de l’étalement où ICAP-1 est localisé à la 
périphérie cellulaire.  
 Cette hypothèse a été testée en laissant étaler des cellules préalablement incubées avec 
la molécule 30 minutes sur de la fibronectine, avant coloration des membranes et mesure de 
l’aire projetée. Malheureusement, pour des temps d’étalement aussi courts, l’hétérogénéité des 
vitesses d’étalement des cellules est telle que les résultats d’une expérience à une autre avec la 
même molécule présentent une faible reproductibilité (données non présentées). Afin de 
circonvenir à cet inconvénient, nous avons mis en place un test d’adhérence permettant 
d’évaluer l’effet du traitement sur un nombre beaucoup plus important de cellules que ne le 
permettait la mesure d’aire projetée. Brièvement, il s’agit d’incuber les cellules avec la 
molécule avant de les laisser adhérer 30 minutes dans des plaques 96 puits au fond desquelles 
de la fibronectine est adsorbée (10000 cellules par puits et 5 à 6 puits par condition testée à 
chaque expérience, soit une moyenne sur 50 à 60000 cellules). Après fixation, les cellules 
sont colorées au Crystal Violet qui est adsorbé par les membranes et qui, une fois dissout, est 
un marqueur de la quantité de cellules présentes au fond des puits (Figure 3). Ainsi, un défaut 
d’adhérence cellulaire ou une stimulation de cette dernière causé(e) par une molécule sera 
traduit par une variation de l’absorbance du colorant. Afin de contrôler la spécificité de 
l’activité de la molécule testée, le traitement est réalisé simultanément sur des ostéoblastes 
sauvages et sur des ostéoblastes ICAP-/- isolés à partir de souris invalidées pour l’expression 
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de la protéine (Bouvard et al., 2007). L’ensemble des molécules présentées dans la Table 1 a 
été testé selon ce protocole mais aucune molécule n’a montré d’activité significative sur 
l'adhérence cellulaire, et ce qu’ICAP-1 soit exprimé ou non. Ainsi, malgré les taux 
d’activation de l’interaction étonnamment élevés observés lors du criblage automatisé, il 
semblerait que les touches du criblage primaire n’aient été suffisamment actives ou 
spécifiques de l’interaction ciblée pour induire un phénotype cellulaire. L’hypothèse que ces 
touches aient été des faux positifs n’est pas non plus à exclure au vu de la difficulté à cibler 
efficacement une interaction protéine-protéine avec des petites molécules. 
 
Figure 3 : Exemple de résultats obtenus en criblage secondaire pour le composé U181-10-20-L-B03. 
Ce composé avait une activité activatrice de l’interaction ICAP-1/1 de -523.80 in vitro mais n’altère 
pas les capacités adhésives des cellules comme attendu.
 I.3- Discussion 
 Le criblage à haut débit réalisé au laboratoire visait à inhiber une interaction protéine-
protéine (IPP). Ces dernières sont unanimement reconnues comme étant difficiles à cibler par 
des petites molécules. En effet, en règle générale, la zone d’interaction entre deux protéines 
(1500 à 3000 Å2) est beaucoup plus étendue que la zone d’interaction entre une petite 
molécule et une protéine (300 à 1000 Å2) (Smith and Gestwicki, 2012). De ce fait, pour 
déplacer efficacement une interaction protéine-protéine, un antagoniste doit souvent avoir une 
masse moléculaire plus importante que celle des inhibiteurs classiques, compétitifs ou non,  
actuellement commercialisés, et qui visent principalement des canaux ioniques, des enzymes 
ou des récepteurs couplés aux protéines G. Ce type de composés circonvient donc souvent aux 
5 règles de Lipinski (Lipinski et al., 2001) auxquelles on se réfère habituellement pour la 
synthèse de molécules à visée thérapeutique : les antagonistes d’IPP décrits à ce jour ont non 
seulement une masse moléculaire plus importante, mais se caractérisent aussi par une 
76 
 
hydrophobicité plus importante, un plus grand nombre d’insaturations et de cycles  et une 
capacité à former des liaisons hydrogènes plus faible que les inhibiteurs « classiques » 
(Morelli et al., 2011). De ce fait, les chimiothèques habituellement utilisées pour le criblage à 
haut débit ne sont pas adaptées au criblage d'IPP, ce qui pourrait expliquer en partie 
l’important taux d’échec des criblages d’antagonistes d’IPP comme celui que nous avons 
entrepris. Pour tenter de remédier à cette problématique, de nouvelles bases de données listant 
les inhibiteurs d’IPP connus et le type d’interaction ont été développées, de même que des 
chimiothèques dédiées à ce type de criblage (Higueruelo et al., 2009).  
 Contrairement aux sites catalytiques plus traditionnellement ciblés par des petites 
molécules à intérêt thérapeutique, les zones d’IPP ne présentent que peu ou pas de sillons ou 
de poches dans lesquelles les petites molécules peuvent se loger. Ainsi, les molécules connues 
pour inhiber des IPP ont souvent une topologie plus complexe que les inhibiteurs 
« classiques » car elles doivent pouvoir entrer efficacement en compétition avec l’énergie 
libre d’une grande surface d’interaction. Cependant la notion émergeante de « hotspot » offre 
la perspective de limiter la taille des inhibiteurs d’IPP (Wells and McClendon, 2007). En 
effet, sur la totalité de la zone d’IPP, certains acides aminés ont un rôle prédominant dans 
l’interaction avec le partenaire et des drogues visant spécifiquement ces acides aminés 
peuvent entrer efficacement en compétition avec l’interaction protéique. Ainsi pourrait-on 
envisager de mettre en place un criblage visant spécifiquement certains acides aminés 
déterminants dans l’interaction ICAP-1/1, comme les valines 787 et 790 de 1 (Chang et al., 
2002), les liaisons hydrogènes formées entre l’asparagine 782 de 1 et les leucine 135 et 
isoleucine 138 d’ICAP-1, l’interaction hydrophobe entre l’isoleucine 139 d’ICAP-1 et la 
tyrosine du domaine NPXY ou la poche hydrophobe formée par les résidus 141, 184, 187 et 
188 autour de la valine 787 de 1 (Liu et al., 2013). 
 Une autre approche envisageable pour l’identification d’antagonistes ou d’agonistes de 
l’interaction entre ICAP-1 et 1 serait un criblage dit « par fragments » : une recherche par 
RMN, cristallographie ou spectrométrie de masse de fragments de molécules organiques 
interagissant avec une bonne affinité avec les acides aminés précédemment cités et qui sont 
impliqués topologiquement et/ou énergiquement dans l’IPP. Cette méthode est aujourd’hui 
considérée comme une méthode de choix dans le développement de petites molécules 
inhibant les IPP (Valkov et al., 2012). La détermination récente de la structure d'ICAP-1 en 
interaction avec son partenaire KRIT (Liu and Boggon, 2013) devrait pouvoir aider à la mise 
en place de cette stratégie pour cibler l’interaction ICAP-1/1. Néanmoins, la faible 
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structuration du domaine cytoplasmique de 1 quand elle n’est pas engagée dans une 
interaction reste, elle, un important facteur limitant.
 Une difficulté supplémentaire dans le ciblage d’inhibiteurs des IPP est que les sites 
d’interaction concernés servent souvent de plateforme de recrutement à plusieurs interacteurs. 
Dans notre cas par exemple, la kindline est, entre autres, capable de lier le même domaine 
NPxY qu’ICAP-1 (voir Figure 3 de l’introduction, (Legate and Fassler, 2009)) et a sur 
l’intégrine 1 l’effet régulateur inverse d’ICAP-1. Comme mentionné précédemment, ces 
deux interacteurs sont en compétition pour se lier sur 1 (Brunner et al., 2011). Ainsi il est 
possible que des touches du criblage, bien qu’inhibant ou activant l’interaction entre ICAP-1 
et 1, aient aussi eu une activité sur l’interaction 1-kindline ou n’aient pu affecter 
efficacement l’interaction ICAP-1/1 et n’aient donc pu conduire à un phénotype 
suffisamment important pour être observable in cellulo. 
 Enfin, il est possible que le test secondaire entrepris ne soit pas le plus adapté pour 
confirmer les touches de ce criblage, même s’il s’est avéré être un bon rapporteur de 
l’efficacité de molécules ciblant l’interaction kindline-intégrine (voir section II). Une 
alternative serait d’observer l’effet du traitement par ces molécules sur la morphologie des 
adhérences focales. En effet, Million-Frémillon et al. ont pu montrer que les cellules ICAP-/- 
présentaient des adhérences focales enrichies en 1 distribuées au centre de la cellule quand 
elles se localisent préférentiellement en périphérie cellulaire dans les cellules sauvages 
(Millon-Fremillon et al., 2008). Ces structures ont également une taille supérieure à celles 
observées chez les cellules sauvages. Néanmoins, ne disposant pas de molécules témoins 
activatrices ou inhibitrices de l’interaction entre les deux partenaires, il est difficile de prévoir 
l’effet de ce type de composés sur les phénotypes précédemment cités. Une autre possibilité 
serait d’observer l’effet des touches du criblage primaire sur la fibrillogenèse de fibronectine 
mais ce type d’expérience nécessite des temps de traitement longs qui soulèveraient d’autres 
questions concernant les molécules, comme leur effet sur la prolifération cellulaire, et 
compliqueraient ici aussi l’interprétation des résultats obtenus. 
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II- ETUDE DE LA RELATION STRUCTURE-ACTIVITE DE DERIVES 
3-ARYL-2-QUINOLONES ET CARACTERISATION CELLULAIRE DE 
LEUR ACTIVITE 
 II.1- Introduction 
 Les polyphénols, et plus précisément les flavonoïdes, ont fait l’objet de nombreuses 
études mettant en avant leur intérêt comme molécules thérapeutiques. Présents en quantités 
importantes dans les fruits, les légumes et autres produits alimentaires, ils sont reconnus pour 
leur capacité à chélater les métaux, à piéger les radicaux libres et donc à réduire l’incidence de 
certaines maladies comme l’hypertension, les maladies vasculaires ou certains types de cancer 
(Formica and Regelson, 1995; Rodrigo et al., 2012). Parmi ces composés, la quercétine, une 
molécule trouvée dans l’oignon, est connue pour sa capacité à inhiber les étapes précoces de 
la carcinogenèse que sont, notamment, l’angiogenèse et la migration cellulaire (Russo et al., 
2011). Les dérivés de 2-quinolone sont structuralement proches de la quercétine. L’évaluation 
de tels composés comme anti-tumoraux a été initiée par Joseph et al. en 2002 avec la synthèse 
de composés 3-aryl-2-quinolones N-alkylés et l’étude leur effet sur la motilité de cellules 
MCF-7 issues d’une lignée de cancer mammaire humain (Joseph et al., 2002a). Certains de 
ces composés se sont révélés capables d’altérer de façon dose-dépendante la migration 
cellulaire, activité corrélée à un potentiel anti-métastatique pour ces composés (Kermorgant et 
al., 2001). De plus, certaines de ces molécules ont été testées in vivo en combinaison avec des 
agents de chimiothérapie conventionnels comme l’étoposide eou la doxorubicine, des 
inhibiteurs de la topoisomérase II. Ce co-traitement s’est révélé capable d’inhiber la 
croissance tumorale de manière plus efficace que les traitements à la doxorubicine ou à 
l’étoposide seuls (Joseph et al., 2002a). 
 Certains composés proches (3-phényl-4-quinolone) sont également capables d’inhiber 
l’agrégation plaquettaire induite par l’acide arachidonique (Huang et al., 1998). Récemment, 
d’autres composés dérivés des 2-quinolones portant un méthyl en position 4 ont été obtenus 
par acétylation sur une amine en position 7. Leurs chaînes latérales sont principalement des 
phényls substitués (Kumar et al., 2012). Ces molécules ont montré un potentiel anti-tumoral 
en induisant l’apoptose de cellules cancéreuses par augmentation de l’expression du facteur 
pro-apoptotique Bax et une diminution d’expression du facteur anti-apoptotique BCl2. 
 Bien que les dérivés 3-aryl-2-quinolones aient des activités les rendant attractifs 
comme molécules thérapeutiques, leurs cibles moléculaires n’ont pas été décrites à ce jour. 
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Ces molécules (BJINT001 à BJINT020 dont les structures sont détaillées dans la table 2) ont 
été synthétisées au sein du laboratoire nous ayant fourni les touches du criblage primaire 
précédemment évoqué section I. Connaissant l’étroite corrélation entre la migration cellulaire 
et les intégrines étudiées au laboratoire (Huttenlocher and Horwitz, 2011), nous avons décidé 
d’étudier l’activité de ces composés sur les structures d’adhérence.  
 Nous montrons ici que le traitement de cellules par certains dérivés de 3-aryl-2-
quinolone provoque le désassemblage des structures d’adhérence ou prévient leur formation. 
Cette activité est dose-dépendante, réversible, et indépendante du type de matrice sur lequel 
les cellules adhèrent. Néanmoins, l’activité des composés est au moins en partie spécifique de 
l’adhérence médiée par les intégrines. Nous proposons aussi une étude de la relation structure-
activité de ces molécules en regard de leur capacité à inhiber l’adhérence cellulaire. 
Nom Structure Formule brute Masse moléculaire 
(g.mol-1) 
BJINT001 C21H20N2O4 364.40 
BJINT002 C21H21N5O4 407.43 
BJINT003 C23H28N2O4 396.49 
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BJINT004 C22H22N2O4 378.43 
BJINT005 C19H19NO4 325.37 
BJINT006 C23H28N2O4 396.49 
BJINT007 C23H28N2O4 396.49 
BJINT008 C22H26N2O4 382.46 
BJINT009 C22H26N2O4 382.46 
BJINT010 C24H30N2O4 410.52 
BJINT011 C25H32N2O4 424.54 
81 
 
BJINT012 C25H32N2O4 424.54 
BJINT013 C22H26N2O3 366.46 
BJINT014 C22H26N2O3 366.46 
BJINT015 C22H26N2O3 366.46 
BJINT016 C22H26N2O3 366.46 
BJINT017 C24H30N2O4 410.52 
BJINT018 C23H24N2O3 376.46 
BJINT019 C23H28N2O3 380.49 
BJINT020 C18H17NO4 311.34 
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Table 2 : Structures des dérivés de 3-aryl-2-quinolone étudiés. Les produits BJINT001 à 020 ont été 
synthétisés par le laboratoire de Benoît Joseph (UCBL). Leur voie de synthèse a été précédemment 
décrite dans la littérature ou est décrite dans la section  « matériel et méthodes » section III. 
 II.2- Synthèse des résultats 
 L’ensemble des caractérisations cellulaires décrites ci-après ont été réalisées avec la 
molécule BJINT006. BJINT006 et BJINT003 étaient les seuls composés actifs sur les six 
composés qui nous ont initialement été fournis. Avant de faciliter l’observation des structures 
d’adhérence en microscopie, nous avons choisi de travailler avec une lignée cellulaire 
ostéoblastique exprimant de manière stable la kindline-2 fusionnée à la GFP (cellules 
transformées et triées au sein de l’équipe par Daniel Bouvard). La kindline-2 est le seul 
membre de cette famille de co-activateurs des intégrines à être exprimé de manière 
ubiquitaire.  
 BJINT006 provoque un désassemblage des adhérences focales de manière 
réversible et dose dépendante 
 Les composés dérivés de 3-aryl-2-quinolone ayant été décrits comme anti-migratoires, 
nous nous sommes dans un premier temps attachés à étudier leur action sur les structures 
d’adhérence dont la dynamique est impliquée dans la migration cellulaire (Parsons et al., 
2010). Pour cela, des cellules adhérant sur la fibronectine ont été traitées par une gamme en 
concentration croissante de BJINT006 pendant 1h. Les cellules traitées montrent une 
désorganisation des structures d’adhérence marquées par la GFP-kindline-2. Le 
désassemblage des adhérences focales induit par le traitement se traduit par un 
arrondissement, puis pour les concentrations les plus importantes, un détachement des cellules 
traitées (Figure 4A, panneau de droite). Ce détachement a été quantifié (Figure 4B) et est dose 
dépendant. 
 Afin de contrôler la réversibilité de l’activité du composé, les cellules traitées ont été 
abondamment rincées par plusieurs bains de PBS pour éliminer la drogue puis laissées à 
adhérer pendant une heure. En absence de molécule dans le milieu, les cellules sont capables 
de former de nouvelles adhérences focales (Figure 4A panneau de gauche), ce qui indique que 
la fixation de la molécule sur sa cible est non covalente et donc réversible. 
 La réversibilité et la dose-dépendance de l’activité de BJINT006 est aussi observable 
dans le cas où les cellules sont pré-incubées en suspension avec la molécule avant d’être 
laissées à adhérer sur fibronectine (données non présentées). Dans ce cas la molécule prévient 
la formation des structures d’adhérence et donc l’étalement cellulaire. La capacité de 
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BJINT006 à prévenir l’étalement des cellules a été quantifié en utilisant le test d’étalement en 
plaque 96 puits mis au point pour le criblage secondaire décrit précédemment (Figure 4C). Ici 
aussi l’activité de BJINT006 est dose-dépendante. 
 
Figure 4 : BJINT006 promeut le désassemblage des adhérences focales de façon dose dépendante et 
réversible. – (A) Inhibition de l’adhérence cellulaire sur fibronectine par un traitement par des doses 
croissantes de BJINT006. La présence de la molécule induit le désassemblage des structures 
d’adhérence et un arrondissement ou un détachement des cellules. Les cellules se sont étalées pendant 
1h30 avant traitement. Ce dernier a duré 1h (panneau de droite) avant que les cellules ne soient rincées 
et incubées dans du milieu pendant 1h, permettant aux adhérences focales de se reformer (panneau de 
gauche). (B) Normalisation du détachement des cellules sous traitement par rapport à des cellules non 
traitées : effet de dose-dépendance. (C) BJINT006 est aussi capable d’empêcher la formation des 
adhérences focales. Normalisation du nombre de cellules capables d’adhérer et de s’étaler sur 
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fibronectine quand elles sont traitées par des doses croissantes de BJINT006 par rapport aux cellules 
non traitées. 
 BJINT006 inhibe l’étalement cellulaire médié par les intégrines à chaîne 1 et 3
 La fibronectine peut lier le domaine extracellulaire des intégrines 51 ou v3. Afin 
de vérifier que l’activité de la molécule ne présente pas de spécificité stricte vis-à-vis des 
chaînes 1 et 3, nous avons aussi testé son effet en traitant des cellules étalées sur d’autres 
protéines matricielles. Ainsi avons-nous traité des cellules étalées sur du collagène de type I 
qui interagit spécifiquement avec 21 et 11 et sur de la vitronectine qui lie v3. Ces 
expériences ont montré que BJINT006 était capable d’inhiber l’adhérence cellulaire 
indifféremment du type de protéine matricielle sur lequel les intégrines sont engagées, 
suggérant que la molécule n'interagit pas avec les sous-unités assurant la spécificité vis-à-
vis du substrat. De fait, un traitement par le composé provoque le désassemblage des 
structures adhésives, un arrondissement des cellules et même, pour les centrations les plus 
importantes, leur détachement et ce, indépendamment de la protéine matricielle sur laquelle 
les cellules adhèrent (Figure 5). La non spécificité de l’activité de BJINT006 suggère que si 
ce composé cible directement les intégrines, il interagit avec les chaînes , et plus 
probablement avec leur domaine cytoplasmique car ce dernier est plus conservé entre les 
sous-familles que les domaines extracellulaires. 

Figure 5 : BJINT006 inhibe l’adhérence cellulaire indépendamment de la protéine matricielle sur 
laquelle les cellules s’étalent. Par extension, l’activité de BJINT006 n’est donc pas spécifique d’une 
sous-famille d’intégrine. 
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 L’inhibition de l’adhérence cellulaire par BJINT006 n’est dépendante ni de la 
contractilité cellulaire médiée par la myosine II ni de la dynamique du cytosquelette 
d’actine 
 Outre les intégrines et leurs interacteurs, la migration cellulaire implique aussi le 
cytosquelette d’actine et la contractilité cellulaire (Ridley, 2011). Ces différents acteurs 
s’influencent les uns les autres et l’action d’une molécule affectant l’un d’entre eux peut se 
répercuter sur les autres. Afin de nous assurer que BJINT006 provoque le désassemblage des 
structures d’adhérence en agissant directement sur la plateforme protéique formée autour du 
domaine cytoplasmique des intégrines et non indirectement en agissant sur le cytosquelette 
d’actine ou la contractilité cellulaire, nous l’avons donc testée en co-traitement avec la 
phalloïdine ou la blebbistatine. 
 La phalloïdine est une toxine synthétisée par le champignon vénéneux Amanita 
Phalloïdes qui se fixe préférentiellement sur la forme polymérisée de l’actine qui correspond 
à la forme ADP-liée (Orban et al., 2008). Les monomères d’actine eux, sont liés à l’ATP 
avant leur intégration sur le microfilament. La fixation de la phalloïdine stabilise les 
microfilaments d’actine et prévient leur dépolymérisation. Afin de nous assurer de l’entrée de 
cette molécule dans les cellules traitées, nous avons utilisé une forme commerciale marquée 
au TRITC (triméthylrhodamine thiocyanate). En stabilisant le cytosquelette d’actine, la 
phalloïdine devrait prévenir l’inhibition de l’adhérence par BJINT006 si cette dernière affecte 
la dynamique du cytosquelette. Cet effet devrait se traduire soit par une inhibition de 
l’arrondissement des cellules soit par la nécessité de concentrations de BJINT006 plus 
importantes pour provoquer le désassemblage des structures d’adhérence. 
 La myosine II est un moteur moléculaire impliqué dans la contractilité cellulaire 
(Levayer and Lecuit, 2012). La blebbistatine est une petite molécule capable de fixer la 
myosine II après hydrolyse de l’ATP en ADP, ralentissant le départ du phosphate généré et 
gardant ainsi la myosine II en basse affinité pour l’actine (Kovacs et al., 2004). La myosine II 
est alors bloquée et la contractilité cellulaire inhibée. Si L’influence de BJINT006 sur 
l'assemblage des adhérences focales est dépendante de la contractilité cellulaire, la 
blebbistatine, en inhibant cette dernière, devrait alors inhiber l’activité de BJINT006. 
 Les co-traitements, tant avec la phalloïdine qu’avec la blebbistatine, ne parviennent 
pas à empêcher l’arrondissement des cellules sous l’action de BJINT006 (Figure 6). Le 
marquage du cytosquelette par la TRITC-phalloïdine tant que le changement de phénotype 
induit par le traitement à la blebbistatine prouvent pourtant que  ces molécules sont capables 
de passer la membrane plasmique et sont présentes en concentration suffisante pour agir. Les 
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cellules ont été incubées 2h avec la phalloïdine ou la blebbistatine avant que le composé 
BJINT006 ne soit ajouté pour deux heures de co-traitement. Ces expériences suggèrent donc 
qu’au moins une cible moléculaire de BJINT006 est localisée dans les adhérences focales et 
que le composé agit directement sur ces dernières. 
 
Figure 6 : BJINT006 inhibe l’adhérence cellulaire indépendamment de la contractilité cellulaire et de 
la dynamique du cytosquelette. Ni un co-traitement avec la blebbistatine (10µM), un inhibiteur de la 
myosine II, ni avec la phalloïdine (10µM), une molécule stabilisant le cytosquelette, ne peuvent 
prévenir l’arrondissement des cellules provoqué par BJINT006.  
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 L’activité de BJINT006 est dépendante de l’engagement des intégrines durant 
l’adhérence cellulaire 
 Si une cible moléculaire de BJINT006 est bien un composant des adhérences focales, 
la drogue ne devrait pas affecter l’adhérence cellulaire quand cette dernière se fait sans 
engagement des intégrines. La poly-lysine peut être adsorbée sur du verre ou du plastique 
pour préparer des surfaces sur lesquelles les cellules adhèrent par interactions électrostatiques 
sans activation des intégrines et donc sans formation de structures adhésives telles que les 
adhérences focales (Juliano et al., 2001). Afin de nous assurer de la spécificité de l’activité de 
BJINT006 envers l’engagement des intégrines durant l’étalement cellulaire, nous avons donc 
laissé des cellules adhérer sur de la fibronectine ou de la poly-lysine avant de les traiter par le 
composé puis de compter les cellules restant adhérées après traitement. Ces expériences ont 
été réalisées sur des supports limitant l’adsorption des protéines du milieu et ce dernier n’a 
pas été complémenté en sérum de veau fœtal afin de limiter au maximum la quantité de 
protéines matricielles en présence lors de l’étalement.  
 Il apparaît que les cellules adhérant sur poly-lysine sont significativement plus 
résistantes au traitement par BJINT006 que les cellules adhérant sur de la fibronectine (Figure 
7). Il est par contre difficile d’expliquer l’activité de la molécule vis-à-vis de l'adhérence 
cellulaire sur la poly-lysine. Dans la mesure où les cellules s'étalent peu et présentent donc 
une surface de contact réduite avec le substrat, les interactions électrostatiques mises en jeu 
dans l’interaction avec la poly-lysine sont nécessairement faibles et par conséquent très 
sensibles aux variations de la polarité du milieu et/ou de la membrane, variations induites par 
le DMSO et la drogue. On ne peut pas exclure également que le composé BJINT006 ait une 
deuxième cible cellulaire indépendante des intégrines. Dans ce cas, l'action de la drogue sur 
les intégrines représenterait néanmoins 50% du phénotype observé. Enfin, on ne peut non plus 
exclure l’idée que, par une interaction directe sur les intégrines non liées, le composé 
influence la signalisation des intégrines. En effet, il a été démontré que même sans interagir 
avec leur substrat, certaines intégrines étaient capables de moduler des voies de signalisation 
et d’induire l’apoptose (Stupack et al., 2001) et il est donc possible que la signalisation des 
intégrines non liées influence l’adhérence sur la poly-lysine. De fait, la nature exacte des 
interactions cellulaires avec la poly-lysine n’a jamais été élucidée, même s’il est acquis 
qu’elle ne provoque ni l’activation des intégrines ni la formation d’adhérences focales. 
 L’ensemble des expériences décrites ici tendent à prouver que BJINT006 influence la 
migration cellulaire en agissant directement sur les structures adhésives de la cellule. Comme 
le montre la Figure 6, le désassemblage des structures d’adhérence induit par un traitement 
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avec BJINT006 s’accompagne aussi d’une dépolymérisation du cytosquelette d’actine, mais 
la stabilisation de ce dernier n’est pas suffisante pour prévenir l’arrondissement des cellules. 
Le fait que l’activité de BJINT006 soit dépendante de l’engagement des intégrines dans 
l’adhérence cellulaire nous a conduits à étudier l'interaction possible entre le domaine 
cytoplasmique des intégrines et BJINT006 (Résultats section III). 
 
Figure 7 : Les cellules étalées sur fibronectine sont significativement plus sensibles à l’activité de 
BJINT006 que les cellules étalées sur poly-lysine. Les photos du panneau supérieur correspondent à 
un des champs comptés pour chaque condition. La quantification du bas regroupe les résultats de trois 
expériences indépendantes où les cellules ont été traitées pendant 1h après 2h d’étalement. 15 champs 
ont été comptés par condition pour chaque expérience. 
 Etude de la relation structure-activité des composés de la famille BJINT 
 Les premiers tests effectués sur les dérivés de 3-aryl-2-quinolone ont été réalisés sur 
les composés BJINT001 à BJINT006. Sur ces six composés, seuls BJINT003 et BJINT006 
peuvent induire au désassemblage des structures d’adhérence tel que celui décrit ci-dessus.  Il 
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s’avère que ces produits possèdent la même chaîne latérale greffée par N- ou O-alkylation 
pour BJINT003 et BJINT006 respectivement. Le composé BJINT005 est le produit d’une O-
méthylation et les autres composées sont des produits de N-alkylation où la chaîne latérale se 
termine par un nitrile (BJINT001 et BJINT004) ou par un tétrazole (BJINT002). Il semblerait 
donc que l’activité de BJINT003 et BJINT006 soit imputable à la présence sur ces composés 
de la chaîne latérale –(CH2)3-N-(CH3)2 ; d’autres composés présentant des variations de cette 
chaîne latérale ont donc été mis à notre disposition. Un certain nombre de composés ont aussi 
été synthétisés sans les résidus méthoxy (-OMe) en position R1 et R3 (en référence aux 
positions sur le cycle de la figure 8) afin d’élucider leur importance dans l’activité des 
molécules. La contribution de R4 dans cette activité n’a pas pu être étudiée car le composé 
correspondant devrait être synthétisé à partir d’un produit minoritaire de cyclisation qui, 
expérimentalement, n’est pas obtenu. 
 Le test d’étalement précédemment décrit a été utilisé pour déterminer l’IC50 des 
composés BJINT001 à 020. Les résultats de cette étude sont résumés dans la Figure 8 
(colonne « étalement cellulaire ») et nous ont permis de déterminer la relation structure-
activité de cette famille de composés : 
 - La présence de la chaîne latérale –(CH2)3-N-(CH3)2 est indispensable à l’activité des 
composés puisque les composés portant des chaînes latérales d’autre nature ou n’en portant 
pas (BJINT020) n’affectent pas l’adhérence et l’étalement cellulaire. 
 - Avec une même chaîne latérale –(CH2)3-N-(CH3)2, les produits de N- (BJINT003) ou 
de O-alkylation (BJINT006) présentent des activités à peu près comparables. 
 - L’augmentation de l’encombrement stérique autour de l’amine tertiaire de la chaîne 
latérale par remplacement des groupements méthyles par des groupements éthyles a un effet 
différent selon la nature de l’alkylation : en effet elle n’affecte pas l’activité du produit de N-
alkylation (BJINT011) mais multiplie par trois l’IC50 du produit d’O-alkylation (BJINT012). 
 - Pour BJINT003, le déplacement du motif cétone de la position 2 en position 4 
(BJINT007) multiplie l’IC50  par un facteur 2 et n’est donc pas favorable. 
 - Quelle que soit la position de la chaîne latérale, l’ajout (BJINT10 ou BJINT017) ou 
la suppression d’un carbone (BJINT008 ou  BJINT009) n’affecte que peu l’activité. 
 - Le groupement R3=méthoxy est indispensable à l’activité des produits de N-
alkylation puisque son retrait provoque une perte d’activité de la molécule (BJINT015). Son 
retrait affecte aussi l’activité du produit d’O-alkylation avec une IC50 doublée. 
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 - La substitution par un méthoxy en position R1 est importante indépendamment de la 
position de la chaîne latérale (BJINT013 et BJINT014) et son retrait se traduit au moins par 
une augmentation d’un facteur 2 de l’IC50. 
 Enfin, il est à noter que lorsque l’on traite des cellules déjà adhérentes, les composés 
actifs ont une IC50 comparable ou plus élevée (Figure 4, colonne « attachement cellulaire ») 
que lorsque le traitement est fait avant et pendant l’étalement. Cela peut s’expliquer par le fait 
que lorsque les cellules sont mises en incubation avec la drogue alors qu’elles sont en 
suspension, leurs intégrines sont en conformation de basse affinité et n’engagent donc pas ou 
peu d’interactions avec leurs partenaires cytoplasmiques. Ainsi, si le composé entre en 
compétition avec l’un d’entre eux pour la fixation sur la queue cytoplasmique des intégrines, 
il peut s’y fixer sans avoir à déplacer l’interaction entre les deux partenaires protéiques. A 
l’inverse, dans le cas où les cellules sont déjà étalées et où les structures d’adhérence sont déjà 
formées, les partenaires cytoplasmiques interagissent avec la queue cytoplasmique des 
intégrine et il est plus difficile pour le composé testé de s’y fixer, d’où une perte d’efficacité 
et une augmentation de l’IC50. 
 II.3- Discussion 
 Les expériences décrites ci-dessus nous ont permis de montrer que les composés de la 
famille BJINT, des dérivés de 3-aryl-2-quinolone, étaient capables d’inhiber l’adhérence 
cellulaire en provoquant le désassemblage des structures adhésives riches en intégrines. Ces 
structures étant impliquées dans la migration cellulaire, il est probable que nos observations 
expliquent l’activité anti-migratoire décrite pour certains de ces composés (Joseph et al., 
2002a). Il est cependant à noter que certains des composés décrits comme actifs dans ces 
travaux n’ont pas d’activité sur les adhérences focales (BJINT001, 002 et 004 par exemple). Il 
n’est donc pas à exclure que cette famille de composés ait d’autres cibles moléculaires que 
l’une des protéines impliquées dans la signalisation liée aux intégrines. Il serait également 
intéressant de disposer de composés de la famille BJINT couplés avec des fluorochromes afin 
de pouvoir suivre leur entrée dans la cellule car on ne peut exclure que l’absence d’activité de 
certains composés traduise leur incapacité à passer les membranes cellulaires. A défaut de 
fonctionnalisation des composés par un fluorochrome, on peut envisager une perméabilisation 
transitoire des membranes des cellules traitées. Des protocoles pour ce faire ont été décrits 
(Medepalli et al., 2013). 
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Figure 8: Relation structure-activité de la famille BJINT. Les molécules sont regroupées en 3 
catégories : les molécules inactives, les produits de N-alkylation (BJINT003 et analogues) et les 
produits d’O-alkylation (BJINT006 et analogues). L’IC50 des molécules a été déterminée pour leur 
activité sur des cellules pré-incubées et mises à étaler en présence du composé testé (colonne 
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« étalement cellulaire ») et pour leur activité sur des cellules laissées à adhérer sur fibronectine 1h 
avant traitement (colonne « détachement cellulaire »). 
 L’étude de la relation structure activité de la famille de composés nous a permis 
d’établir une cartographie des groupements d’intérêt sur ces molécules. Il serait intéressant de 
synthétiser des composés équivalents à BJINT006 ou BJINT003 avec des chaînes carbonées 
plus longues à la place des groupements méthoxy. Si l’encombrement stérique généré n’est 
pas un frein à l’activité des molécules, ces bras pourraient servir à greffer des fluorochromes. 
 Une approche classique pour optimiser une petite molécule est la modélisation assistée 
par ordinateur de la petite molécule en interaction avec sa cible moléculaire. Les exemples où 
des données structurales sur la cible moléculaire ont permis à l’optimisation d’inhibiteurs 
avec des IC50 évoluant du micromolaire au nanomolaire ne manquent pas et nombre d’entre 
eux ont récemment été référencés par Smith et al. (Smith and Gestwicki, 2012).  
 En plus du faisceau de preuves présentées ici, une autre observation nous a amené à 
considérer les intégrines comme la cible potentielle de BJINT006. Outre les structures 
adhésives de la famille des adhérences focales, les intégrines peuvent également contribuer à 
la formation des podosomes, des structures impliquées dans l’adhérence cellulaire et la 
dégradation matricielle (Introduction II-2). Dans les podosomes, les intégrines et leurs 
partenaires cytoplasmiques sont organisés en anneau autour d’une colonne d’actine 
perpendiculaire au substrat (Block et al., 2008). Les podosomes sont capables de s’organiser 
en macrostructures annelées, les rosettes. Ces dernières sont notamment observables sur des 
cellules transformées par v-Src (Linder et al., 2011). Nous avons traité ces cellules avec le 
composé BJINT006 (données non présentées). Pour de fortes doses, BJINT006 est capable de 
provoquer le décollement des cellules mais ces dernières sont moins sensibles que des cellules 
présentant des adhérences focales. Il a cependant été intéressant de noter que pour des 
concentrations intermédiaires, la molécule provoque une désorganisation des rosettes qui 
deviennent plus épaisses et dans lesquels le marquage d’actine qui forme normalement une 
zone continue est plus ponctiforme, comme si la structure perdait son intégrité. 
 Le marquage d’actine prouvant la présence des colonnes d’actine, nous avons supposé 
que la perte d’intégrité des rosettes pouvait être due au désassemblage du nuage d’intégrines 
autour de la colonne. Si l’influence de la dynamique des colonnes d’actine sur la formation et 
la croissance du nuage est extensivement étudiée (Luxenburg et al., 2012; van den Dries et 
al., 2013), le phénomène inverse est méconnu. Il est donc envisageable que le désassemblage 
du nuage d’intégrines puisse provoquer la perte d’organisation de la rosette mais que les 
colonnes d’actine plus stables persistent pendant un certain temps, ce qui expliquerait 
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l’augmentation de la dose de BJINT006 nécessaire pour détacher les cellules de leur support. 
Afin d’étudier ce phénomène plus en détail il serait intéressant de traiter des ostéoclastes avec 
le composé BJINT006, ces cellules présentant une « sealing zone » où les podosomes sont 
plus gros que ceux observés sur les cellules transformées par v-Src (Linder et al., 2011). Sur 
ce modèle, il serait alors plus aisé de discriminer le nuage d’intégrines de la colonne d’actine. 
III- IDENTIFICATION DE LA CIBLE MOLECULAIRE DE BJINT006 
ET EVALUATION DE L’ACTIVITE DE CE COMPOSE SUR UN 
PROCESSUS BIOLOGIQUE, L’AGREGATION PLAQUETTAIRE 
 III.1- Introduction 
 Afin de confirmer ou d’infirmer notre hypothèse selon laquelle BJINT006 pourrait 
provoquer le désassemblage des structures d’adhérence en inhibant les intégrines par une 
interaction directe avec leur domaine cytoplasmique, le moyen le plus rapide et le plus 
efficace était d’étudier cette interaction par RMN (résonance magnétique nucléaire). La queue 
cytoplasmique de l’intégrine 3 est couramment étudiée en RMN depuis plusieurs années et 
cette technique a apporté des renseignements substantiels sur son fonctionnement et les 
changements conformationnels qu’elle peut subir sous l’influence de phosphorylations 
(Deshmukh et al., 2011) ou quand elle interagit avec ses partenaires cytoplasmiques (Anthis 
et al., 2010). Une collaboration a donc été entreprise avec le professeur Olga Vinogradova 
(Associate Professor of Medicinal Chemistry, University of Connecticut, School of Pharmacy, 
Department of Pharmaceutical Sciences, Storrs, Connecticut). Cette collaboration nous a 
permis de mettre en lumière une interaction directe et spécifique entre le domaine 
cytoplasmique de l’intégrine 3 et le composé BJINT006. 
 BJINT006 provoquant le désassemblage des adhérences focales, et au vu des acides 
aminés impliqués dans cette interaction (Figure 9), nous nous sommes ensuite intéressés à la 
capacité qu’avait la molécule à interférer avec l’interaction entre 3 et ses deux activateurs, la 
taline et la kindline (Shattil et al., 2010). En effet, la compétition entre le composé BJINT006 
et l’une ou l'autre de ces protéines pour la fixation sur la queue cytoplasmique des intégrines 
favoriserait le maintien de leur conformation de basse affinité et expliquerait le phénotype 
cellulaire observé en cas de traitement. De même, lorsque les cellules sont en suspension et 
les intégrines en conformation de basse affinité, la fixation de la molécule sur de domaine 
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cytoplasmique des récepteurs pourrait gêner le recrutement des interacteurs cytoplasmiques et 
provoquer le défaut d’étalement observé. 
 L’activation plaquettaire et l’agrégation qui en découle sont considérées comme un 
archétype de l’activation des intégrines depuis des décennies (Shattil et al., 1998). Ainsi qu’il 
en a été fait mention précédemment (Introduction III.1), les intégrines ont un rôle 
prépondérant dans l’activation des plaquettes et la formation d’un thrombus fonctionnel et 
certains inhibiteurs des intégrines sont utilisés comme anti-thrombotiques (Introduction IV.2). 
Nous avons donc entrepris d’étudier la capacité de BJINT006 à inhiber différents aspects de 
l’agrégation plaquettaire connus pour être dépendants des intégrines : l’étalement des 
plaquettes, leur agrégation, et la rétraction du caillot. Ces études ont été réalisées en 
collaboration avec Karin Sadoul (Ingénieur de recherche, Institut Albert Bonniot, Grenoble). 
 II.2- Synthèse des résultats 
 BJINT006 interagit avec le domaine cytoplasmique de l’intégrine 3 de manière 
spécifique et cette interaction est dépendante de la phosphorylation du récepteur 
 Les expériences de RMN menées par le laboratoire du professeur Vinogradova ont  
permis de mettre en lumière l’interaction directe de BJINT006 avec la queue cytoplasmique 
de l’intégrine 3. Cette technique permet de suivre les déplacements chimiques des liens 
amides du domaine. Une perturbation du déplacement chimique traduit un changement dans  
l’environnement entourant le lien amide. Ces modifications de résonance peuvent être 
induites par un changement conformationnel de la chaîne d’acides aminés ou une interaction 
directe avec un partenaire, comme ici BJINT006. Le domaine cytoplasmique de 3 étant peu 
structuré en solution, il est probable que les perturbations observées en présence de BJINT006 
soient dues à une interaction directe entre le composé et les acides aminés de la queue 
cytoplasmique de l’intégrine dont le déplacement chimique est affecté (Figure 9). 
 Les expériences ont été réalisées avec différents rapports molaires 3/BJINT006. Ici 
sont présentés les résultats pour des ratios de 1:3 et 1:6 Au-delà de ces rapports, aucune 
augmentation des signaux n’a été observée. Selon l’interprétation de nos collaborateurs, la 
molécule interagit spécifiquement sur les acides aminés A735/R736 (une alanine et une 
arginine) et Y747/K748 (une tyrosine et une lysine) de la queue cytoplasmique de 3. Les 
perturbations dans la région membrane proximale (partie gauche des graphiques) sont 
probablement aspécifiques : en effet, cette région donne souvent des artefacts d’interaction 
(Olga Vinogradova, communication personnelle). Comme BJINT006 interagit avec la 
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tyrosine en position 747 dont la phosphorylation et le rôle dans la signalisation des intégrines 
à chaîne 3 a été extensivement étudiée (Oxley et al., 2008), l’interaction du composé avec la 
forme phosphorylée sur cette position de la queue cytoplasmique de 3 a également été testée. 
Il est intéressant de noter que la molécule n’est plus capable d’induire de perturbations 
significatives des déplacements chimiques décrits précédemment pour la forme non 
phosphorylée de l’intégrine. Seules demeurent les perturbations observées sur la partie 
membrane proximale du domaine, preuve supplémentaire de leur manque de spécificité. 
 
 
Figure 9 : Perturbations des déplacements chimiques des liaisons amides de la queue cytoplasmique 
de 3 en présence de BJINT006. Les barres bleues représentent un ratio 1:3 3 :BJINT006 ; les barres 
vertes un rapport 1:6. Aucune augmentation du signal n’a été observée en augmentant le ratio au-delà 
de 1:6. Le graphique du haut présente les résultats obtenus en utilisant de domaine cytoplasmique non 
phosphorylé de 3, celui du bas ceux obtenus avec le domaine cytoplasmique de 3 phosphorylé sur la 
position 747. 
 Le fait que BJINT006 n’interagisse pas avec la forme phosphorylée de l’intégrine 
suggère que leur interaction aura préférentiellement lieu dans les phases précoces de 
signalisation des intégrines, empêchant de facto leur activation. En effet, la phosphorylation 
des intégrines sur Y747 est tardive et empêche leur interaction avec la taline (Oxley et al., 
2008) tout en induisant des changements conformationnels favorisant leur maintien en 
conformation de haute affinité pour leur substrat matriciel (Deshmukh et al., 2011). Cette 
théorie corrobore la très forte inhibition de l’étalement observée quand les cellules en 
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suspension sont mises en incubation avec le composé. Il est donc envisageable que le 
composé soit capable d’interférer dans l’interaction de l’intégrine avec un de ces partenaires 
avant qu’elle ne soit phosphorylée, provoquant son passage en basse affinité. Ainsi pourrait-
on expliquer le désassemblage des adhérences focales sous traitement.
 Des expériences (non présentées) ont été menées pour déterminer si l’interaction entre 
BJINT006 et la partie membrane distale du domaine cytoplasmique de 3 pouvait affecter 
l’interaction entre ce domaine et le domaine cytoplasmique d’IIb. Aucune perturbation des 
déplacements chimiques des partenaires en complexe ne permet d’étayer cette théorie. Il 
semblerait donc que l’activité inhibitrice qu’exerce BJINT006 se fasse par le biais d’une 
inhibition de l’interaction de 3 avec l’un de ces partenaires cytoplasmiques.
 L’affinité relativement faible de BJINT006 pour le domaine cytoplasmique de 3 
empêche de pousser plus avant la caractérisation de l’interaction entre ces deux partenaires. 
En effet, couplée au manque de structuration du domaine cytoplasmique non-phosphorylé de 
l’intégrine en solution, cette faible affinité ne permet pas l’obtention d’une structure des 
partenaires en interaction par RMN. De même, en titrage calorimétrique ou ITC (isothermal 
titration calorimetry), la chaleur dégagée par l’interaction est masquée par l’énergie de 
solvatation du composé (repris dans 1% de DMSO), ce qui empêche la détermination d’une 
constante d’association entre les partenaires. 
 BJINT006 est capable de déplacer l’interaction entre la kindline-2 et la queue 
cytoplasmique de 3 
 Afin de vérifier notre hypothèse selon laquelle BJINT006 serait capable d’inhiber 
l’activation des intégrines en interférant avec leur interaction avec l’un de leurs activateurs, 
nous avons réalisé des expériences de "pull-down". La queue cytoplasmique de 3, purifiée et 
immobilisée sur billes, a été exposée à des lysats cellules CHO (Chinese Hamster Ovarian)  
exprimant de manière endogène la kindline-2 ou surexprimant la tête de la  taline fusionnée à 
la protéine fluorescente DsRed en présence ou non de BJINT006. 
 Ces expériences ont montré que BJINT006 était capable de réduire significativement 
la fixation de la kindline-2 sur la queue cytoplasmique de l’intégrine 3 (Figure 11). A 
l’inverse, BJINT006 n’influence pas l’interaction entre 3 et la taline. Ces faits corroborent les 
données obtenues en RMN puisque la taline se fixe principalement sur la partie membrane 
proximale de la queue cytoplasmique de l’intégrine tandis que la kindline se lie sur la partie 
membrane distale. Par ailleurs, une synergie entre les deux partenaires est nécessaire pour 
l’activation des intégrines (Ma et al., 2008). L’inhibition de la liaison de la kindline par 
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BJINT006 est donc suffisante pour expliquer le maintien en basse affinité des intégrines 
traitées par le composé.  
 En effet, il a été décrit dans la littérature des peptides correspondant à tout ou partie du 
domaine de fixation de la kindline-2 sur 3 qui, exprimés dans les cellules, inhibent leur 
étalement (Bledzka et al., 2012), démontrant qu’il n’ait pas nécessaire d’interférer 
simultanément avec la fixation des deux co-activateurs pour inhiber l’activation des 
intégrines. Ainsi, les peptides correspondant aux acides aminés 743-750 ou 749-756 de 3, et 
donc à une partie de la séquence nécessaire à l’interaction avec la kindline, sont capables de 
bloquer l’agrégation plaquettaire dépendante d’IIb3 et d’inhiber la liaison de cette intégrine 
au fibrinogène, ce qui traduit la capacité de ces peptides à empêcher le passage en haute 
affinité des intégrines (Hers et al., 2000). 
 
 
Figure 11 :  Quantification de l’inhibition de la fixation de la kindline-2 sur le domaine cytoplasmique 
de 3 par BJINT006. En présence du composé, la quantité de kindline-2 issue d’un lysat cellulaire 
capable d’interagir avec le domaine cytoplasmique de 3 est fortement réduite par rapport à la quantité 
se fixant sur les billes dans les conditions contrôles (lysat cellulaire seul ou lysat cellulaire complété 
par un volume de DMSO correspondant à celui ajouté avec la molécule).
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 Le mode de coopération entre la taline et la kindline conduisant à l’activation des 
intégrines est encore méconnu. Cependant des données récentes laissent penser qu’il pourrait 
se former un complexe ternaire entre les trois partenaires. La fixation simultanée de la tête de 
la taline et de la kindline sur la queue cytoplasmique de 3 a été observée en RMN et en SPR 
(Bledzka et al., 2012). Si aucune interaction entre la taline et la kindline n’est connue pour 
l’heure, il est possible que leur cohésion autour de la queue cytoplasmique soit renforcée par 
leur interaction commune avec une autre des nombreuses protéines recrutées autour des 
intégrines quand ces dernières sont activées. 
 Pour l’heure, sans structure du composé en interaction avec le domaine cytoplasmique 
de l’intégrine, il est malaisé d’expliquer les répercutions que l’inhibition de la liaison de la 
kindline par BJINT006 peut avoir sur la taline. Mais puisque des peptides entrant en 
concurrence avec 3 pour la liaison avec la kindline sont capables d’inhiber l’activation de 
l’intégrine plaquettaire IIb3 et l’agrégation plaquettaire qu’elle contrôle (Hers et al., 2000), 
nous avons souhaité étudier l’action de BJINT006 sur ce phénomène physiologique. Et ce, 
dans le but de confirmer que ce composé, en inhibant l’interaction kindline-3, est capable 
d’influencer des processus physiologiques et présente donc un intérêt thérapeutique. 
 Caractérisation de l’activité de BJINT006 sur l’adhérence et l’agrégation 
plaquettaire, ainsi que sur la rétraction du caillot 
 Si l’interaction des plaquettes avec les protéines de la matrice extracellulaire ne 
requiert pas nécessairement l’activation d’IIb3, c’est le passage en haute affinité de 
l’intégrine qui garantit une adhérence plaquettaire stable (Jackson, 2007). D’autres intégrines, 
notamment 21 ou 61, peuvent être engagées lors de l’étalement des plaquettes sur leur 
substrat, même si IIb3 est l’hétérodimère le plus abondant. Le passage en haute affinité des 
intégrines plaquettaires nécessite l’interaction de leur domaine cytoplasmique avec la taline et 
la kindline ; dans les plaquettes, c’est l’isoforme kindline-3 qui interagit avec les intégrines 
(Stegner and Nieswandt, 2011). Il a été montré par un jeu de surexpression/inhibition de 
l’expression de la taline et de la kindline que le recrutement de l’une n’était pas nécessaire au 
recrutement de l’autre et inversement.  Les deux fonctionnent donc de façon synergique 
(Kahner et al., 2012). Puisque la fixation de la tête de la taline sur IIb3 peut se faire 
indépendamment de celle de la kindline et qu’il a été montré qu’elle pouvait suffire à 
provoquer le changement conformationnel des domaines extracellulaires d’IIb3 sur un 
système in vitro mettant en jeu des protéines purifiées (Ye et al., 2010), nous avons souhaité 
étudier la capacité de BJINT006 à inhiber efficacement l’adhérence plaquettaire. Pour ce 
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faire, des plaquettes fraîchement isolées à partir du sang de donneur fourni par l’EFS 
(l’établissement français du sang) ont été centrifugées pour forcer leur contact avec des 
protéines matricielles adsorbées sur du verre. Au contact du fibrinogène ou du collagène, des 
protéines de la MEC connues pour induire l’activation plaquettaire, les plaquettes vont subir 
une série de changements physiologiques et morphologiques amenant à leur étalement (Figure 
11). Lorsqu’elles sont traitées par le composé BJINT006, les plaquettes présentent un défaut 
d’étalement comparé au contrôle. Ce défaut est dose dépendant et les plaquettes semblent 
répondre pour des concentrations de molécule cohérentes avec les IC50 préalablement 
déterminées (Résultats partie II). Des expériences ont aussi permis de montrer que les 
plaquettes déjà étalées sont également sensibles à BJINT006 et s’arrondissent sous l’effet du 
traitement (données non présentées). 
 L’adhérence des plaquettes sur la paroi lésée d’un vaisseau et l’activation d’IIb3 sont 
à l’origine d’une signalisation autocrine et paracrine qui va accentuer l’activation des 
plaquettes déjà adhérées sur la lésion et promouvoir le recrutement de nouvelles plaquettes. 
Par leur interaction avec une molécule de fibrinogène immobilisée par son engagement avec 
les intégrines IIb3 des plaquettes étalées, de nouvelles plaquettes sont recrutées au site de la 
lésion : c’est le phénomène d’agrégation plaquettaire (Introduction Figure 8B, (Jackson, 
2011)). En inhibant IIb3, le composé BJINT006 devrait donc empêcher l’agrégation 
plaquettaire. Afin de tester cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences 
d’agrégométrie qui permettent, par mesure de la densité optique d’un échantillon, de suivre 
l’agrégation plaquettaire. Avant que cette dernière ne soit induite par un agoniste tel que le 
collagène, l’échantillon est turbide du fait de la présence de plaquettes discoïdes. Quand elles 
sont activées par l’agoniste, les plaquettes deviennent sphéroïdes et s’agrègent les unes aux 
autres, diminuant la turbidité du milieu et facilitant donc le passage de la lumière au travers de 
l’échantillon. En présence de BJINT006, la turbidité du milieu diminue moins que pour un 
échantillon non traité, ce qui traduit un plus faible pourcentage d’agrégation des plaquettes 
traitées (Figure 12A) : le composé bloque donc l’agrégation plaquettaire, et ce 
proportionnellement à la dose appliquée. 
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Figure 11 : BJINT006 inhibe l’activation plaquettaire, empêchant ainsi l’étalement des plaquettes sur 
les protéines matricielles. – (A) L’adhérence des plaquettes sur collagène ou fibrinogène est inhibée de 
façon dépendante par BJINT006. (B) Quantification de l’adhérence cellulaire : les plaquettes ont été 
comptées sur 10 champs par condition et l’aire totale occupée rapportée au nombre ainsi déterminé 
pour obtenir l’aire moyenne/plaquette pour chaque condition. 
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 La dernière étape garantissant l’hémostasie en cas de lésion d’un vaisseau sanguin est 
la rétraction du caillot formé par les plaquettes, le réseau de fibrine et les globules rouges sur 
la blessure. Cette rétraction ramène les bords de la lésion l’un vers l’autre. Elle est provoquée 
par la transmission de forces contractiles générées par le cytosquelette d’actine des plaquettes 
au réseau de fibrine. Cette transmission est assurée par le lien physique que fait IIb3 entre 
l’intérieur et l’extérieur de la cellule et la rétraction du caillot est donc dépendante de 
l’activation d’IIb3. Nous avons donc testé la capacité de BJINT006 à inhiber ce processus. 
Ce phénomène de rétraction du caillot peut être reproduit in vitro (Tucker et al., 2012) par 
induction à la thrombine. Des globules rouges sont ajoutés aux plaquettes pour permettre la 
visualisation du phénomène (Figure 12B). Le caillot, une fois rétracté, peut-être retiré du tube 
dans lequel l’expérience est faite. Par pesée de ce tube, on peut estimer le volume de liquide 
extrudé par le caillot quand ce dernier se rétracte. Pour une concentration de 200 µM de 
BJINT006, on peut voir que le caillot a la consistance d’un hydrogel car sa rétraction n’est pas 
suffisamment efficace pour expulser le milieu emprisonné dans le réseau de fibrine. Ce défaut 
de rétraction est corrélé à un volume de milieu extrudé (Figure 12B) significativement plus 
faible que dans les conditions contrôles. Le fait que la concentration de BJINT006 nécessaire 
pour inhiber la rétraction du caillot soit supérieure d’un ordre de grandeur à celles nécessaires 
pour inhiber l’activation ou l’agrégation plaquettaire peut s’expliquer par la nécessité de 
réaliser la rétraction du caillot dans du plasma sanguin riche en albumine qui peut absorber de 
façon aspécifique une grande quantité de la molécule. 
 L’ensemble de ces résultats montre que le composé BJINT006, en inhibant 
l’interaction entre la kindline et le domaine cytoplasmique de la sous-unité des intégrines, 
est capable d’inhiber la signalisation de ces dernières et les processus physiologiques qui en 
découlent. La preuve de concept a déjà été apportée par Kummer et al. (Kummer et al., 
2010) : l’inhibition de la signalisation en aval des intégrines est possible en inhibant leur 
interaction avec l’un des acteurs de cette signalisation. Nos travaux sont cependant à notre 
connaissance les premiers à décrire une petite molécule capable d’inhiber les intégrines en 
interférant directement sur leur liaison avec l’un de leurs activateurs, la kindline. Nous 
apportons aussi la preuve que cette petite molécule est capable d’interférer dans des processus 
physiologiques tels que l’agrégation plaquettaire, montrant son potentiel comme agent anti-
thrombotique. Au vu des effets secondaires induits par les antagonistes RGD-mimétiques des 
intégrines chez les patients présentant des risques thrombotiques (Armstrong and Peter, 2012; 
Cox, 2004), l’inhibition des intégrines par leur face cytoplasmique, qui, contrairement à leur 
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inhibition par la face extracellulaire, n’induit pas de signalisation entrante, est une alternative 
prometteuse pour le développement d’une nouvelle classe d’inhibiteurs d’IIb3.
 
Figure 12: Effet inhibiteur de BJINT006 sur deux processus physiologiques dépendant de l’activation 
de l’intégrine b3 : l’agrégation plaquettaire et la rétraction du caillot. – (A) BJINT006 inhibe 
l’agrégation plaquettaire induite par le collagène de façon dose dépendante. L’agrégation plaquettaire 
est suivie par mesure de la turbidité du milieu après ajout de l’agoniste. (B) BJINT006 inhibe la 
rétraction du caillot induite par la thrombine. Cette dernière est causée par la transmission de forces du 
cytosquelette des plaquettes au réseau de fibrine par l’intermédiaire d’IIb3. En se contractant, le 
caillot expulse le liquide retenu entre les plaquettes, les globules rouges et la fibrine. Plus le volume 
extrudé est important plus la rétraction du caillot est efficace. 
 III.3 : Discussion 
 L’ensemble des résultats exposés ci-dessus montre qu’en inhibant la fixation de la 
kindline sur la queue cytoplasmique de la sous-unité  des intégrines, on peut inhiber 
efficacement leur signalisation et certains des processus physiologiques qui en résultent, et ce 
même si la fixation de la taline n’est quant à elle pas affectée. Bien qu’il ait été montré sur un 
modèle purifié que la fixation de la tête de la taline seule puisse provoquer le passage en haute 
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affinité du domaine extracellulaire des intégrines (Ye et al., 2010), il semblerait que la réalité 
in vivo soit plus complexe, en particulier du fait de la présence du domaine C-terminal de la 
protéine. De fait, la fixation de la taline entière dans un contexte cellulaire ne suffit pas à 
induire une réponse physiologique sans le concours de la kindline.  
 Le fait que la fixation de BJINT006 sur le domaine cytoplasmique de 3 n’affecte pas 
la fixation de la taline tout en gênant celui de la kindline est cohérent avec les études montrant 
que le recrutement de l’une n’est pas un pré-requis à la fixation de l’autre (Kahner et al., 
2012). Cependant, si la contribution de la kindline à l’activation des intégrines n’est pas 
d’aider au recrutement de la taline sur la queue cytoplasmique de ces récepteurs, elle n’en 
reste pas moins nécessaire à leur fonctionnalité. Dans l’hypothèse où la taline, la kindline et la 
queue cytoplasmique des intégrines formeraient un complexe ternaire ainsi que le laissent 
penser certaines données structurales (Bledzka et al., 2012), la perte de la kindline en 
présence de BJINT006 expliquerait facilement la perte de fonction des intégrines associée au 
traitement. 
 A l’heure actuelle, plusieurs hypothèses subsistent sur le rôle de la kindline dans 
l’activation des intégrines : la stabilisation de l’interaction taline/chaîne  ou la stimulation de 
l’affinité ou de l’avidité des intégrines n’en sont que des exemples (Ye and Petrich, 2011). En 
se fixant à la queue cytoplasmique des intégrines, la kindline déplace également leur 
interaction avec des régulateurs négatifs comme la filamine (Tu et al., 2003) ou ICAP-1 dans 
le cas de 1 (Brunner et al., 2011). De ce fait, on ne peut pas non plus exclure que la nature de 
la coopération entre la taline et la kindline ne varie selon l’hétérodimère considéré et que 
l’élucidation du phénomène n’en soit qu’à ses balbutiements. 
 Le développement ces dernières années de systèmes mimant les membranes 
physiologiques ouvre de nouvelles perspectives dans l’étude de la coopération des différents 
partenaires des intégrines. Ainsi a-t-on pu reconstituer in vitro des modèles permettant de 
corréler la fixation d’un partenaire cytoplasmique aux réarrangements des domaines 
transmembranaires et extracellulaires des intégrines sur des nanodisques de phospholipides 
(Ye et al., 2010). Les progrès réalisés dans la synthèse de ces nanodisques et leur 
miniaturisation ouvrent la possibilité de les utiliser pour étudier en RMN la dynamique des 
changements conformationnels des intégrines dans leur intégralité et dans un environnement 
lipidique, seules ou en interaction avec leurs partenaires (Hagn et al., 2013; Puthenveetil and 
Vinogradova, 2013). Jusqu’alors ces études étaient limitées par la faible disponibilité de 
détergents et de phospholipides utilisables pour mimer les membranes physiologiques et par 
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les nombreux artefacts que ces systèmes induisaient (artefacts de courbure, faible stabilité 
thermique, hétérogénéité au sein de l’échantillon par exemple) (Hagn et al., 2013; 
Warschawski et al., 2011). 
 Il serait intéressant d'observer l’interaction de BJINT006 avec la queue cytoplasmique 
de 3 sur ce type de système. Peut-être cela nous renseignerait-il plus précisément sur l’impact 
que la fixation de la molécule peut avoir sur la position de la queue cytoplasmique de 
l’intégrine par rapport à la membrane. BJINT006, en modulant l’interaction du récepteur avec 
la kindline, pourrait aussi servir à l’étude dynamique de la coopération entre la taline et la 
kindline avec le domaine cytoplasmique des intégrines. 
 Pour l’heure, et même si son mode d’action n’est pas encore totalement élucidé, 
BJINT006 est, à notre connaissance, la seule petite molécule décrite qui puisse inhiber la 
signalisation liée aux intégrines en interférant directement sur la liaison de leurs activateurs. 
De ce fait, elle ouvre d’intéressantes perspectives de développement d’une nouvelle classe 
d’inhibiteurs des intégrines qui, tout en apportant les bénéfices largement éprouvés des 
inhibiteurs actuellement utilisés en clinique, limiterait les effets secondaires induits et pourrait 
ainsi permettre une utilisation plus large de ce type de composés en thérapie.
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 Ce travail de thèse m’a fait comprendre la complexité des questions soulevées par le 
développement d’inhibiteurs d’une cible thérapeutique. Au travers de l’échec du criblage 
secondaire que j’ai eu à mettre en place et de la réflexion sur les techniques qui pourraient 
nous aider à optimiser notre famille de composés pour en diminuer les concentrations 
efficaces du milli- au nanomolaire et en faire ainsi de bons candidats médicaments, j’ai réalisé 
à quel point le développement de composés pharmaceutiques impliquait une 
multidisciplinarité croissante. Aujourd’hui, la modélisation computationnelle est un recours 
précieux pour accélérer le processus de développement d’agents thérapeutiques tout en en 
réduire le coût (Smith and Gestwicki, 2012), nécessitant le concours de bio informaticiens et 
de mathématiciens. Les techniques de mesures physiques sont également un moyen efficace 
d’optimiser les drogues, faisant intervenir la physique autant que la chimie et la biologie dans 
le processus. 
 A l’heure actuelle la frontière se brouille entre les différentes approches et des 
techniques autrefois totalement dissociées deviennent complémentaires. Ainsi, alors qu’il y a 
quelques années encore on cherchait une cible à une famille de composés ou on synthétisait 
des composés en fonction d’une cible biologique donnée, le développement de molécules à 
intérêt pharmacologique est aujourd’hui bien souvent un compromis entre les deux approches. 
 Dans le cas qui nous intéresse, une longue et riche histoire de succès et d’échecs dans 
l’inhibition des intégrines (Cox et al., 2010) nous montre les écueils à  éviter et nous pousse à 
prendre conscience de l’intérêt d’une compréhension extensive du mécanisme d’action d’une 
molécule avant de la considérer un bon candidat médicament. Ainsi faudra-t-il sûrement avoir 
recours à des techniques complémentaires comme la RMN ou la SPR (Bledzka et al., 2012) 
pour confirmer le mécanisme d’action moléculaire de BJINT006. 
 Pour l’heure ce type d’étude est compliqué par la faible affinité entre le composé et le 
domaine cytoplasmique de 3. Cependant, des données structurales sur l’interaction entre le 
domaine cytoplasmique de l’intégrine et ses partenaires s’accumulent (Anthis and Campbell, 
2010; Anthis and Campbell, 2011). Avec le développement de nouveaux systèmes permettant 
une étude de ces récepteurs membranaires dans leur intégralité native et fonctionnelle (Hagn 
et al., 2013; Puthenveetil and Vinogradova, 2013; Ye et al., 2010), ces avancées pourraient 
rapidement circonvenir aux limitations rencontrées dans l’étude du complexe BJINT006/3 
par RMN. A défaut, elles pourraient nous permettre de constituer des modélisations 
computationnelles utiles à l’étude du docking de BJINT006 sur les partenaires. 
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 Par ailleurs, les études par "pull-down" ont révélées que BJINT004, un composé 
pourtant inactif sur les structures adhésives cellulaires, est capable d’inhiber l’interaction 3-
kindline plus efficacement que BJINT006 (données non présentées). Si l’affinité de ces deux 
partenaires est suffisante, leur structure en interaction pourrait être déterminée en RMN et 
nous aiderait à affiner la relation structure-activité établie pour cette famille de composés. En 
nous orientant sur les modifications chimiques susceptibles de d’améliorer l’affinité pour 
BJINT004, un composé pourtant inactif sur les cellules, pourrait s’avérer précieux pour 
l’optimisation de l’activité des dérivés de 3-aryl-2-quinolones. 
 Afin de pousser plus avant l’étude de cette famille de composés il serait intéressant de 
caractériser leur activité sur les podosomes, l’autre grande famille de structures adhésives. Les 
podosomes sont impliqués dans la dégradation matricielle, notamment pendant l’invasion 
tumorale (Linder et al., 2011). Des données préliminaires non présentées indiquent qu’un 
traitement par BJINT006 de cellules transformées par v-Src, et formant donc des podosomes, 
altérerait les capacités dégradatives de ces cellules, soulignant encore le potentiel anti-tumoral 
de nos composés (Joseph et al., 2002a). 
 D’autres données suggèrent qu’à plus faible concentrations que celles nécessaires au 
détachement cellulaire, BJINT006 pourrait impacter la prolifération cellulaire. Des composés 
structuralement proches des 3-aryl-2-quinolones ont été décrits pour leur aptitude à induire 
l’apoptose en provoquant la surexpression du facteur pro-apoptotique Bax et une diminution 
de l’expression du facteur de survie BCl2 (Kumar et al., 2012). Il serait intéressant de 
caractériser les répercussions d’un traitement par BJINT006 sur ces voies de signalisation et 
sur l’expression de la caspase 8 qui est notamment impliquée dans le déclenchement de 
l’anoïkis, la mort cellulaire induite par la perte de contact avec la matrice extracellulaire et de 
l’IMD (Integrin Mediated Death, (Stupack et al., 2001)). 
 Bien qu’une inhibition des intégrines par leur face cytoplasmique doive en théorie 
limiter les effets secondaires par rapport à leurs inhibiteurs RGD-mimétiques (Cox et al., 
2010), seules des expériences montrant que l’interaction du composé avec le domaine 
cytoplasmique des intégrines n’induit pas l’exposition de LIBS (ligand inducing binding sites) 
sur les domaines extracellulaires des intégrines nous apportera la preuve que cette classe 
d’inhibiteurs sera moins immunogénique que celles actuellement utilisées en clinique. 
 Ainsi, même si le chemin sera encore long avant le développement de candidats 
médicaments, ce travail de thèse, apporte la preuve que des petites molécules capables de 
passer les membranes cellulaires peuvent inhiber l’interaction entre le domaine cytoplasmique 
des intégrines et leur activateur et, par conséquent, la signalisation en aval des intégrines. Il 
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ouvre donc la voie au développement d’une nouvelle classe d’inhibiteurs des intégrines. Ces 
inhibiteurs, en dépit de leur utilisation limitée à ce jour du fait de leur effets secondaires et de 
leur mode d’administration par voie intraveineuse qui nécessite l’hospitalisation des patients, 
font montre d’une efficacité qui ne dément pas l’intérêt qui leur est porté depuis bientôt trois 
décennies. 
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Matériel et méthodes
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I- MATERIEL 
 I.1- Molécules 
 Les molécules testées (BJINT001 à BJINT020) ont été synthétisées par le groupe de 
recherche de Benoît Joseph  (équipe SMITH, Institut de Chimie et de Biochimie Moléculaires 
et Supramoléculaires, UCB, Lyon 1) et nous ont été fournies par leurs soins sous forme de 
poudres. Les composés BJINT001, BJINT002, BJINT003, BJINT004, BJINT005, BJINT006, 
BJINT007, BJINT008, BJINT009 et BJINT020 ont été synthétisés comme précédemment 
décrit (Joseph et al., 2002a) et la synthèse des autres composés est décrite ci-après (III). Le 
composé BJINT007 fait l’objet d’un brevet (Joseph et al., 2002b). 
 Les poudres ont été reprises dans du DMSO (Euromedex) à une concentration finale 
de 10 mM. Les solutions mères ont ensuite été conservées à -20°C sous forme d’aliquotes de 
15 µL. Une fois décongelés, les aliquotes ont été conservés à 4°C et n’ont pas été réutilisés 
plus d’une fois. En cas de réception d’un nouveau lot de molécules, ces dernières ont été 
testées en triplicata par le test d’étalement décrit ci-contre afin de valider leur IC50.  
 I.2- Anticorps 
 Ici sont référencés les anticorps utilisés pour les immunofluorescences ou les western-
blots précédemment décrits ainsi que la dilution à laquelle ils ont été utilisés (WB : western 
blot ; IF : immunofluorescence): 
Anticorps Clône Commercialisé par dilution 
Taline (N-ter, humaine) TA205 Millipore 1000ème (WB) 
Kindline-2 3A3 Millipore 1000ème (WB) 
Intégrine 3 Luc.A5 Emfret 500ème (IF) 
Secondaire couplé Alexa-488 - Invitrogen 500ème (IF) 
Secondaire couplé HRP - Biorad 3000ème (WB) 
 I.3- Transfection transitoire 
 La tête de la taline fusionnée à la protéine fluorescence DsRed a été insérée dans le 
vecteur pDsRed C1 (Clonetech). La construction a été amplifiée et purifiée à partir de 
bactéries compétentes DH5 (Invitrogen). La transfection transitoire a été réalisée en utilisant 
l’agent transfectant Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en accord avec le protocole du fabricant.
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II- METHODES DE BIOLOGIE 
 II.1- Préparation de surfaces 
 Les lamelles utilisées pour les immunofluorescence, les plaques 96 puits utilisées pour 
les tests d’adhérence et d’étalement et les boîtes de bactériologie utilisées pour étudier la 
dépendance de l’activité de BJINT006 sur l’engagement des intégrines ont été préparées avec 
les protéines matricielles listées ci-dessous. Les différentes surfaces ont été rincées par du 
PBS avant utilisation. La mention « post-traitement » correspond à une incubation d’une 
heure à 37°C avec une solution PBS-BSA 1% afin de saturer les surfaces et limiter 
l’adsorption aspécifique des protéines contenues dans le milieu de culture. 
Protéine Origine 
Concentration 
utilisée 
Temps 
d’incubation
Température 
d’incubation 
Post-
traitement 
Fibronectine 
(bovine) 
Purifiée au 
laboratoire 
5-10 µg.mL-1 Nuit 4°C oui 
Vitronectine 
(humaine) 
Invitrogen 10 µg.mL-1 Nuit 4°C Oui 
Collagène 
type I (rat) 
Becton 
Dickinson 
20 µg.mL-1 1h 37°C - 
Fibrinogène 
EMD 
Millipore 
20 µg.mL-1 Nuit 4°C oui 
Poly-lysine 
(synthèse) 
Sigma-
Aldrich 
100 µg.mL-1 
Nuit 
Puis 1h 
4°C puis 
37°C 
- 
  
 II.2- Méthodes de biochimie 
 Western-blot 
 Les protéines ont été séparées par migration sur gel SDS-page (10% acrylamide, 1.5 
mm) puis transférées sur membrane de PVDF. Les membranes ont été saturées 1 heure dans 
une solution TBS (TRIS-buffered saline)-Tween 0.1%-lait écrémé 5% à température ambiante 
avant incubation sur la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire approprié dilué dans la même 
solution. Après 3 lavages de 15 minutes en TBS, les membranes ont été incubées 1 heure à 
température ambiante dans l’anticorps secondaire approprié couplé à la HRP (Horseradish 
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Peroxidase) et de nouveau lavées avant révélation des signaux associés par 
chimioluminescence (GE Healthcare). 
 II.3- Méthodes de biologie cellulaires 
 Immunofluorescence 
 Les cellules (ou plaquettes) sont fixées par 4% de PFA (paraformaldéhyde) en tampon 
phosphate (ou par 4% de formaline neutre (Sigma-Aldrich) pour les plaquettes) 10 minutes à 
température ambiante et perméabilisées dans les mêmes conditions par 0.2% de Triton X100. 
Après lavage par du PBS, les cellules sont mises en incubation 1h à température ambiante 
avec une solution PBS-Tween 0.1% (p:v) complémenté par 10% de sérum de chèvre (v:v) 
(Invitrogen), puis 1h dans la même solution complémentée par l’anticorps approprié et, le cas 
échéant, par de la TRITC phalloïdine (Sigma-Aldrich) diluée au 1/1500ème. Après 3 lavages 
de 5 minutes en PBS-Tween 0.1%, les cellules sont mises en incubation une heure dans 
l’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa-488 dilué dans la solution 
précédemment décrite et à température ambiante. Après 3 lavages de 5 minutes (2 au PBS et 1 
à l’eau déionisée), les lamelles sont montées dans du Mowiol®4-88 sur des lames 
d’observation et analysées sur un microscope droit à épifluorescence (Axioimager, Carl Zeiss, 
Inc.). 
 Test d’étalement 
 Le test d’adhérence a été réalisé selon un protocole précédemment décrit dans la 
littérature (Yan et al., 2008). Les puits d’une plaque 96 puits (Maxisorp, Nunc) sont préparés 
comme décrits sous la section II.1. Les cellules (des pré-ostéoblastes surexprimant de manière 
stable la GFP-kindline-2) sont décollées par une solution de trypsine 0.05%, EDTA 0.5 mM 
dans du PBS (Invitrogen) puis reprises dans du milieu (sauf mention contraire, on entendra 
par milieu du DMEM (Dubelco modified Eagle’s Medium, Gibco) complémenté par 10% de 
sérum de veau fétal (SVF) et 0.2 % de pénicilline-streptomycine) auquel est ajouté de 
l’inhibiteur de trypsine à 1 mg.mL-1 (Sigma-Aldrich) dilué à 10% avant centrifugation 4 
minutes à 1200 rpm (rotations par minutes). Après comptage, les cellules sont diluées à 
1.104/100µL dans du milieu puis incubées 30 minutes à 37°C en présence ou non de molécule 
selon les conditions testées.  
 Les puits sont lavés 2 fois par du PBS puis 100 µL de milieu contenant les cellules y 
sont déposés. Après 30 minutes d’adhérence, les cellules sont lavées par le PBS puis fixées 
par une solution eau-méthanol 10%- acide acétique 10% pendant 10 minutes à température 
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ambiante (TA). Suite à un nouveau lavage par le PBS, les cellules adhérées au fond des puits 
sont colorées par une solution eau- méthanol 10%- Crystal Violet 0.5% (Sigma-Aldrich) 
pendant 10 minutes à TA. Ce dernier sera dissout dans une solution eau- acide acétique 10% 
après 3 lavages PBS. La dissolution se fait à 37°C pendant 15 minutes avant lecture de la 
densité optique à 620 nm sur un lecteur de plaque ANTHOS AD3405, Beckman Coulter. 
 Test d’adhérence (observation et quantification) 
 En provoquant le désassemblage des structures d’adhérence des cellules étalées, les 
composés peuvent induire leur détachement. La capacité des différentes molécules à détacher 
les cellules de leur support a été mesurée en adaptant le test d’étalement décrit ci-dessus. Les 
plaques 96 puits sont préparées de la même façon et les cellules, au lieu d’être mises en 
incubation avec la molécule testée, sont directement déposées sur les puits et laissées à 
adhérer 1h à 37°C. Après ce temps, le milieu est aspiré et remplacé par 100 µL de milieu 
contenant la molécule testée diluée à la concentration voulue ou un volume équivalent de 
DMSO. Le traitement est poursuivi 1h à 37°C puis les cellules sont fixées et colorées comme 
décrit précédemment. 
 La réversibilité de l’activité de BJINT006 a été testée de la même façon si ce n’est que 
les cellules ont été laissées à adhérer 1h30 à 37°C sur des lames de verre préparées comme 
l’ont été les plaques 96 puits. Le milieu a ensuite été remplacé par du milieu contenant 
BJINT006 aux concentrations voulues et les cellules incubées pendant 1h à 37°C. A l’issue de 
ce traitement, les cellules ont été rincées et incubées plusieurs fois par du PBS pour un temps 
total de 10 minutes puis incubées 1h à 37°C dans du milieu avant fixation. 
 Etalement sur différents substrats 
 Les cellules surexprimant la GFP-kindline-2 sont décollées de leur boîte de culture par 
un traitement à la trypsine et EDTA. Les cellules et la trypsine sont reprises dans un volume 
équivalent de milieu puis centrifugées (4 minutes, 1200 rpm). Le culot cellulaire est alors 
resuspendu dans 4 mL d’une solution PBS-BSA 5% et incubé 45 minutes à 37°C. 50 mL de 
milieu DMEM supplémenté par 10% de SVF déplété en fibronectine (SVF-FN). 500 µL de la 
solution résultante sont déposés sur des lamelles présentant les différentes protéines 
matricielles et les cellules sont laissées à adhérer sur la nuit à 37°C. Le milieu est ensuite 
aspiré et remplacé par 500 µL de DMEM + SVF-FN contenant la molécule testée à la 
concentration désirée ou un volume équivalent de DMSO (Diméthylsulfoxide, Euromedex). 
Les cellules sont alors incubées 1h à 37°C avant fixation par une solution de PFA 
(paraformaldéhyde) à 4% en tampon phosphate, 10 minutes à TA et montage en Mowiol. 
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 Etude de l’activité de BJINT006 sur substrat engageant ou non les intégrines  
 Afin de tester la dépendance de l’activité de BJINT006 à l’engagement des intégrines 
pendant l’étalement cellulaire, des pré-ostéoblastes exprimant la GFP-kindline ont été laissés 
à adhérer sur fibronectine ou poly-lysine, un substrat sur lequel l’adhérence est médiée par des 
interactions électrostatiques et n’engage pas les intégrines (Juliano et al., 2001) puis traitées 
par BJINT006 à 12,5 et 25 µM. Après fixation, le nombre de cellules a été compté sur 15 
champs pour chaque condition. 
 Des boîtes de bactéries traitées pour limiter l’adsorption sont préparées comme décrit 
sous la section II.1- pour présenter de la fibronectine ou de la poly-lysine à leur surface. Les 
cellules sont détachées par la trypsine EDTA, reprises dans du milieu puis centrifugées. Le 
culot est resuspendu dans 4 mL de PBS-BSA 5% et mis en incubation 1h à 37°C. Après 
centrifugation, les cellules sont reprises dans du DMEM + SVF-FN et laissées à adhérer 2h 
sur les boîtes préalablement rincées. Au bout de ce temps, le milieu est aspiré et remplacé par 
du DMEM + SVF-FN contenant BJINT006 diluée à la concentration désirée, et les cellules 
sont incubées 1h à 37°C avant fixation et comptage. 
 Traitement à la phalloïdine ou à la blebbistatine 
 Afin de tester la dépendance de l’activité de BJINT006 vis-à-vis de la contractilité 
cellulaire ou de la dynamique du cytosquelette, nous avons traité des pré-ostéoblastes 
surexprimant de façon stable la GFP-kindline-2 avec de la blebbistatine, une petite molécule 
inhibitrice de la myosine II qui est impliquée dans la contractilité cellulaire (Kovacs et al., 
2004) ou avec la phalloïdine, une toxine du champignon Amanita Phalloides, qui se lie à 
l’actine polymérisée du cytosquelette et stabilise ce dernier (Orban et al., 2008). 
 Après traitement par la trypsine/EDTA et centrifugation, les cellules sont reprises dans 
du milieu et traitées séparément par de la blebbistatine à 10µM (solution mère à 10 mM dans 
du DMSO, Calbiochem) ou de la TRITC-phalloïdine (TRITC : triméthylrhodamine 
isothyocyanate, utilisée au 1000ème, Sigma-Aldrich).  Les cellules ainsi traitées sont laissées à 
adhérer 2h à 37°C sur des lamelles présentant de la fibronectine à leur surface avant ajout de 
BJINT006 à 12.5 ou 25 µM directement sur les puits. Après 2h de traitement, les cellules sont 
traitées comme décrit sous la section « immnunofluorescence ». Le cytosquelette des cellules 
ayant été traitées par la phalloïdine est marqué par cette toxine.  
 Expériences de pull-down 
 Les expériences de pull-down ont été réalisées comme décrit précédemment (Lad et 
al., 2007). Brièvement, des cellules CHO transfectées exprimant la tête de la taline ou non 
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sont lysées dans un tampon : PIPES 10 mM, NaF 50 mM, NaCl 50 mM, Na2V2O4 1 mM, 
Na2P2O4.7H2O 50 mM, sodium désoxycholate 0.1% (p :v), sucrose150 mM, Triton X100 
0.5% (v :v), cocktail anti-protéases EDTA free une pastille pour 50 mL (Roche). Les lysats 
sont mis en incubation 15 minutes dans la glace puis centrifugés 30 minutes à vitesse 
maximale. Les billes Glutathion-Sépharose (GE Healthcare) sur lesquelles le domaine 
cytoplasmique de l’intégrine 3 fusionné à la GST ou la GST seule sont adsorbés sont diluées 
dans le tampon de lyse (environ 10 µg de chaque protéine/condition testée) et mises en 
incubation 30 minutes avec le composé BJINT006 dilué à la concentration souhaitée (50 µM) 
ou le volume correspondant en DMSO, dans la glace. 350 µL de lysat cellulaire sont alors 
ajoutés sur les billes et incubés 4h sous agitation à 4°C. 20 µL de billes « vierges » (au 
préalable lavées dans le tampon de lyse) sont alors ajoutées au lysat pour faciliter la 
visualisation du culot et le tout centrifugé 1 minute à 4°C et 2000 rpm. Le culot correspondant 
aux billes est alors lavé par 3 fois 1 mL de tampon de lyse puis dénaturé dans du tampon de 
dépôt Laemli et conservé à -20°C jusqu’à migration sur gel SDS-PAGE (II.1-). 
 II.3- Manipulation des plaquettes sanguines 
 Préparation du plasma riche en plaquettes et du plasma pauvre en plaquettes 
 Les différents types de plasma ont été préparés comme décrit précédemment (Sadoul 
et al., 2012). Brièvement, des poches de concentré leucoplaquettaire à usage non 
thérapeutique fournies par l’EFS sont diluées à volume égal dans du PBS et centrifugées 10 
minutes à 400g à TA. La phase supérieure correspondant au plasma riche en plaquettes (PRP) 
est alors collectée. Le plasma pauvre en plaquettes (PPP) est obtenu par centrifugation du PRP 
10 minutes à vitesse maximale et correspond à la phase supérieure du produit. 
 Test d’étalement 
 Les lamelles de verre utilisées sont préparées et les immunofluorescence réalisées 
comme décrit respectivement dans les sections II.1 et « immunofluorescence ». Les puits 
d’une plaque 24 puits contenant ces lamelles sont remplis par 400 µL de PBS-NaCl 1 mM 
dans lequel PRP est dilué à 1.106 plaquettes/condition et le composé BJINT006 est dilué à la 
concentration testée ou complémenté par le volume correspondant de DMSO. La plaque est 
centrifugée 3 minutes à 600g pour sédimenter les plaquettes sur le fond des puits. L’étalement 
se poursuit 30 minutes à 37°C avant fixation. 
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 Agrégométrie 
 Les tests d’agrégométrie ont été réalisés sur la plateforme d’agrégométrie du CHRU 
de la Tronche avec le concours de Karin Sadoul et selon les protocoles en vigueur sur cette 
plateforme. Les agonistes utilisés (acide arachidonique 1,5 mmol ; ADP 5 mmol.L-1 ; 
collagène 10 µg.mL-1) nous ont été fournis par la plateforme. Le nombre de plaquettes est 
ajusté à 3.108/mL par dilution du PRP dans du PPP et la mesure de blanc se fait par ajout de 
sérum physiologique à la place de l’agoniste. 
 Rétraction du caillot 
 Des tubes d’agrégométrie sont mis en incubation 30 minutes à 37°C avec 2% de 
Pluronic® 129 pour rendre leurs parois anti-adhésives puis sont lavés et tarés avant 
utilisation. Le nombre de plaquettes est ajusté à 3.108/mL par dilution du PRP dans du PPP et 
2 µL d’érythrocytes provenant du culot de centrifugation du concentré leucoplaquettaire sont 
ajoutés au PPP afin de faciliter la visualisation du caillot. Le mélange est incubé 5 minutes à 
37°C, le composé BJINT006 est ensuite ajouté et le milieu délicatement homogénéisé avec le 
support sur lequel le caillot se formera. Après 2 minutes d’incubation supplémentaire, la 
thrombine provoquant la formation et la rétraction du caillot est ajoutée et le milieu de 
nouveau homogénéisé. Après 10 ou 15 minutes à 37°C, les tubes sont photographiés et pesés 
après retrait du support portant le caillot. 
III- METHODES DE CHIMIE 
 Ainsi qu'expliqué précédemment, la synthèse des composés décrite ci-après a été 
réalisée par l’équipe du Professeur Joseph. 
 III.1- Procédures générales 
 Les réactifs commerciaux (Fluka, Aldrich) ont été utilisés sans purification. Les 
solvants ont été distillés avant utilisation. Toutes les réactions nécessitant des conditions 
anhydres ont été réalisées avec du matériel séché à la flamme. Les points de fusion ont été 
déterminés à l’aide d’un appareil Büchi et n’ont pas été corrigés. Les spectres infrarouges ont 
été obtenus sur un spectrophotomètre Perkin-Elmer 681. La RMN du proton (1H RMN) a été 
réalisée à l’aide d’un spectromètre Bruker Avance 300 MHz. Les déplacements chimiques sont 
donnés en ppm (δ, parties par million) avec le tétraméthylsilane comme contrôle interne. La 
spectrométrie de masse a été réalisée avec spectromètre Perkin-Elmer SCIEX API. Les 
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analyses élémentaires ont été faites avec un analyseur Thermoquest Flash 1112 série EA0. 
Les chromatographies en couche mince ont été réalisées sur des plaques d’aluminium 
couvertes d’une couche de gel de silice Merck 60F254. Les signaux ont été observés avec une 
lampe à ultraviolets. Les purifications par chromatographie ont été réalisées sur gel de silice 
(40-60 µM, Merck) avec les solvants indiqués. L’éther de pétrole léger fait référence à la 
fraction bouillant à 40-60°C. 
 III.2- Synthèse des composés 
 Les chiffres évoqués dans les protocoles font référence aux structures chimiques des 
schémas réactionnels suivants : 
N
H
R2
MeO
R1
O N
R2
MeO
R1
O
R3
1) NaH, DMF, 0°C, 15 min
2) R3Cl, 90°C, 18 h
1   R1,R2 = OMe
11 R1 = H, R2 = OMe
14 R1 = OMe, R2 = H
9, 12, 15
N
R2
MeO
R1
OR3
10, 13, 16
+
 
 Récapitulatif des produits synthétisés et des rendements obtenus : 
 R1 R2 R3 Rendement 
(%) 
 R1 R2 R3 Rendemen
t (%) 
9 OMe OMe -(CH2)3-N(Et)2 44 10 OM
e 
OMe -(CH2)3-
N(Et)2 
7 
12 H OMe -(CH2)3-N(Me)2 51 13 H OMe -(CH2)3-
N(Me)2 
9 
15 OMe H -(CH2)3-N(Me)2 45 16 OM
e 
H -(CH2)3-
N(Me)2 
8 
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2-{4-[5,7-Diméthoxy-3-(4-méthoxyphenyl)-2-oxo-2H-quinolin-1-yl]butyl}isoindole-1,3-
dione (2)  
 Sous atmosphère d’argon, l’hydrure de sodium (300 mg, 12.5 mmol) est ajouté petit à 
petit à une solution de 5,7-diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1,2-dihydro-2-quinolone 1 (1.5 g, 
4.8 mmol) dans du DMF anhydre (30 mL) à 0°C. Le mélange est agité 15 minutes à 0°C avant 
ajout de N-(4-bromobutyl)phthalimide (3.12 g, 11.0 mmol) en solution dans un mélange 
THF/DMF anhydre (3:1, 40 mL). La solution résultante est agitée pendant 18h à 90°C. Le 
solvant est alors évaporé et les résidus extraits par un mélange H2O (20 mL) : CH2Cl2 
(dichlorométhane, 20 mL). Après extraction les phases organiques sont séchées sur MgSO4 
(sulfate de magnésium) et concentrées par évaporation. Le produit est alors purifié sur 
colonne de chromatographie (éluant : éther de pétrôle/acétate d’éthyle 2:1 puis 1:1) pour 
donner 2 (758 mg, 38%). Mp = 171-172 °C. 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.70 (broad s, 
4H, CH2), 3.63 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, 
OCH3), 4.40 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH2), 6.44 (d, 1H, J = 1.5 Hz, HAr), 6.54 (broad s, 1H, HAr), 
6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.61 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.83 (broad s, 4H, HAr), 7.97 (s, 
1H, HAr). MS (IS): m/z 513 (M + H+). Anal. calcd pour C30H28N2O6: C, 70.30; H, 5.51; N, 
5.47. Trouvé: C, 70.05; H, 5.45; N, 5.56. 
1-(4-Aminobutyl)-5,7-diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1H-quinolin-2-one (3). 
 Une solution du produit 2 (348 mg, 0.68 mM) et d’hydrazine hydratée (43 mL, 0.83 
mmol) dans l’éthanol (7 mL) est agitée sous reflux sur la nuit. Après évaporation du solvant, 
le résidu sec est repris dans de l’acide chlorhydrique 1N (HCl, 20 mL) et lavé par de l’acétate 
d’éthyle (EtoAc, 2x20 mL). Le pH de la phase aqueuse est ajusté à 10 par ajout de soude 1N 
(NaOH) puis extraite à l’acétate d’éthyle (4 x 20 mL). Les phases organiques sont collectées 
et séchées sur MgSO4 avant d’être évaporées pour obtenir le produit 3 (238 mg, 92%). Par la 
suite le produit a été utilise sans plus de purification. Mp = 190-192°C (EtOAc). 1H RMN 
(300 MHz, DMSO-d6): δ 1.43-1.52 (m, 2H, CH2), 1.64-1.74 (m, 2H, CH2), 2.62 (t, 2H, J = 
6.8 Hz, CH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 4.28 (t, 2H, J = 
7.5 Hz, CH2), 4.35 (broad s, 2H, NH2), 6.49 (d, 1H, J = 1.7 Hz, HAr), 6.61 (broad s, 1H, HAr), 
6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.63 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.00 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 
383 (M + H+). Anal. Calcd pour C22H26N2O4: C, 69.09; H, 6.85; N, 7.32. Trouvé: C, 68.91; H, 
6.86; N, 7.36. 
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1-(4-Diméthylaminobutyl)-5,7-diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1H-quinolin-2-one (4)  
(produit BJINT010) 
  Une solution de 3 (225 mg, 0.59 mM), de 37% de propanone dans l’eau (0.18 mL, 
2.36 mmol) et d’acide acétique (AcOH, 0.18 mL, 4.72 mmol)  dans du méthanol (MeOH, 3 
mL) est agitée sous reflux sur la nuit.  Le mélange est refroidi et acidifié par de l’acide 
chlorhydrique 10N jusqu’à pH=1 puis extrait par EtOAc. La phase aqueuse est ajustée à 
pH=10 par de la soude 5N puis extraite par le dichlorométhane (3 x 20 mL). Les phases 
organiques sont collectées et séchées sur MgSO4 avant évaporation pour donner le composé 4 
(194 mg, 80%) sous forme d’huile. 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.65-1.73 (m, 2H, CH2), 
1.78-1.90 (m, 2H, CH2), 2.30 (s, 6H, NCH3), 2.42 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH2), 3.83 (s, 3H, 
OCH3), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 4.32 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH2), 6.29 (d, 1H, J 
= 1.9 Hz, HAr), 6.45 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.94 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.68 (d, 2H, J = 
8.8 Hz, HAr), 8.13 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 411 (M + H+). Anal. Calcd pour C24H30N2O4: C, 
70.22; H, 7.37; N, 6.82. Trouvé: C, 70.33; H, 7.40; N, 6.77. 
{4-[5,7-Diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)quinolin-2-yloxy]butyl}diméthylamine (6) 
(produit BJINT017) 
 A une solution de 4-diméthylaminobutanol (0.15 mL, 1.13 mmol) dans du DMF (7.5 
mL) est ajouté du sodium (21 mg, 0.91 mmol) à 0°C. Le mélange est amené à température 
ambiante. Après consommation totale du sodium, du cuivre (24 mg, 0.91 mmol) et de la 2-
chloro-5,7-diméthoxy-(4-méthoxyphényl)quinoline (5) (Croisy et al., 1997) (123 mg, 0.37 
mmol) sont ajoutés. La solution résultante est agitée à 110°C pendant 40h. Après évaporation 
du solvant, le résidu sec est purifié sur colonne de chromatographie (éluant CH2Cl2/MeOH 
97:3 puis 9:1) pour donner le produit 6 (15 mg, 10%) sous forme d’huile. 1H RMN (300 MHz, 
CDCl3): δ 1.55-1.90 (m, 4H, CH2), 2.42 (s, 6H, NCH3), 2.64 (, 2H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 
3.94 (s, 6H, OCH3), 4.51 (t, 2H, J = 4.7 Hz, CH2), 6.40 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.81 (d, 1H, J 
= 2.1 Hz, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.54 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.25 (s, 1H, HAr). 
MS (IS): m/z 411 (M + H+). Anal. Calcd pour C24H30N2O4: C, 70.22; H, 7.37; N, 6.82. 
Trouvé: C, 70.04; H, 7.55; N, 6.88. 
 
{3-[5,7-Diméthoxy-(4-méthoxyphényl)quinolin-2-yl]prop-2-ynyl}diméthylamine (7) 
(produit BJINT018) 
 Une solution de 5 (85 mg, 0.26 mM), de N,N-diméthylprop-2-ynylamine (139 µL, 
1.30 mmol), de PdCl2(PPh3)2 (18 mg, 0.03 mmol), d’iodure de cuivre (CuI, 5 mg, 0.03 mmol) 
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et de triéthylamine (Et3N, 144 µL, 1.04 mmol) dans du DMF (2 mL) est agitée à 60°C 
pendant 5 h. La solution est alors diluée par addition de CH2Cl2 (20 mL) et lavée par une 
solution d’ammoniaque à 2% (20 mL) et de saumure. La phase organique est séchée sur 
sulfate de sodium (Na2SO4) et concentrée par évaporation. Le résidu sec est purifié sur 
colonne de chromatographie (éluant Et2O/MeOH 8:2) pour donner le composé 7 (91 mg, 
94%). Mp = 70-72°C (EtOAc/PE). 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 2.20 (s, 6H, NCH3), 3.48 
(s, 2H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCH3), 6.50 (d, 1H, J = 
2.1 Hz, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.03 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 7.56 (d, 2H, J = 8.8 
Hz, HAr), 8.35 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 377 (M + H+). Anal. Calcd pour C23H24N2O3: C, 
73.38; H, 6.43; N, 7.44. Trouvé: C, 73.57; H, 6.27; N, 7.51C, H, N. 
{3-[5,7-Diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)quinolin-2-yl]propyl}diméthylamine (8) (produit 
BJINT019) 
 Du palladium sur charbon (10% Pd/C, 20 mg) est ajouté à 7 (80 mg, 0.21 mmol) en 
solution dans l’éthanol (EtOH, 3 mL). Le mélange est agité sur la nuit sous une pression de 
5bars d’hydrogène à température ambiante. Le catalyseur est éliminé par filtration sur célite 
avec élution par du méthanol. Après évaporation du solvant, le résidu est purifié sur colonne 
(gradient d’éluant CH2Cl2/MeOH 95:5 à 9:1) pour donner 8 (66 mg, 82%). Mp = 82-84°C. 1H 
RMN (300 MHz, CDCl3): δ 2.00-2.11 (m, 2H, CH2), 2.45 (s, 6H, NCH3), 2.64 (t, 2H, J = 7.7 
Hz, CH2), 2.95 (t, 2H, J = 7.5 Hz, CH2), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, 
OCH3), 6.49 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.97 (broad s, 1H, HAr), 6.98 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 
7.28 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.21 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 381 (M + H+). Anal. Calcd pour 
C23H28N2O3: C, 72.61; H, 7.42; N, 7.36. Trouvé: C, 72.69; H, 7.45; N, 7.40.  
1-(4-Diéthylaminopropyl)-5,7-diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1H-quinolin-2-one (9) 
(produit BJINT011) 
  Conformément au protocole décrit pour la synthèse du composé 2, les produits de N- 
et de O-alkylation 9 et 10 ont été préparés à partir de 1 (1 équivalent) et de chlorure de 3-
(diéthylamino)propyl (2 équivalents). Temps de réaction: 3 h. Eluant de chromatographie: 
Et2O/MeOH 8:2 puis CH2Cl2/MeOH 9:1. Rendement: 44%. Produit obtenu sous forme 
d’huile. 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.35 (t, 6H, J = 7.3 Hz, CH3), 2.40-2.50 (m, 2H, 
CH2), 3.06-3.20 (m, 6H, CH2), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 4.00 (s, 3H, OCH3), 
4.42 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH2), 6.31 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.46 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.95 
(d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.63 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.16 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 425 (M 
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+ H+). Anal. Calcd pour C25H32N2O4: C, 70.73; H, 7.60; N, 6.60. Trouvé: C, 70.62; H, 7.55; 
N, 6.71. 
{3-[5,7-Diméthoxy-3-(4-méthoxyphényl)quinolin-2-yloxy]propyl}diéthylamine (10) 
(produit BJINT012) 
Rendement: 7%. Mp = 52-54°C. 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.04 (t, 6H, J = 7.3 Hz, 
CH3), 1.95-2.05 (m, 2H, CH2), 2.50-2.75 (m, 6H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, 
OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3), 4.51 (t, 2H, J = 6.2 Hz, CH2), 6.39 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.81 
(d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.57 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.25 (s, 
1H, HAr). MS (IS): m/z 425 (M + H+). Anal. Calcd pour C25H32N2O4: C, 70.73; H, 7.60; N, 
6.60. Trouvé: C, 70.67; H, 7.62; N, 6.67. 
1-(4-Diméthylaminopropyl)-5,7-diméthoxy-3-phényl-1H-quinolin-2-one (12) (produit 
BJINT013) 
 En accord avec le protocole d’obtention du produit 2, les produits N- et O-alkylés 12 
et 13 ont été préparés à partir de 5,7-diméthoxy-3-phényl-1,2-dihydro-2-quinolone 11 (Joseph 
et al., 2002a) (1 équivalent) et de chlorure de 3-(diméthylamino)propyle (2 équivalents). 
Temps de réaction: 3 h. Eluant de chromatographie: Et2O/MeOH 8:2 puis CH2Cl2/MeOH 9:1. 
Rendement: 51%. Mp = 90-92°C (Et2O). 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.10 (m, 2H, 
CH2), 2.34 (s, 6H, NCH3), 2.54 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH2), 3.93 (s, 6H, OCH3), 4.38 (t, 2H, J = 
7.3 Hz, CH2), 6.30 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.54 (s, 1H, HAr), 7.29-7.43 (m, 3H, HAr), 7.71-
7.74 (m, 2H, HAr), 8.19 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H+). Anal. Calcd pour 
C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 7.64. Trouvé: C, 71.88; H, 7.02; N, 7.50. 
{3-[5,7-Diméthoxy-3-phénylquinolin-2-yloxy]propyl}diméthylamine (13) (produit 
BJINT014) 
 Rendement: 9%. Mp = 102-104°C (Et2O). 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.05 
(m, 2H, CH2), 2.27 (s, 6H, NCH3), 2.48 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH2), 3.93 (s, 6H, OCH3), 4.53 (t, 
2H, J = 6.4 Hz, CH2), 6.40 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.82 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 7.31-7.45 
(m, 3H, HAr), 7.60-7.65 (m, 2H, HAr), 8.30 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H+). Anal. 
Calcd pour C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 7.64. Trouvé: C, 72.33; H, 7.17; N, 7.52. 
1-(4-Diméthylaminopropyl)-7-méthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1H-quinolin-2-one (15) 
(produit BJINT015) 
  En suivant le protocole décrit pour 2, les produits N-alkylé and O-alkylé 15 et 16 sont 
préparés à partir de la 7-méthoxy-3-(4-méthoxyphényl)-1,2-dihydro-2-quinolone 14 (Mehta et 
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al., 2010)(1 équivalent) et de chlorure 3-(diméthylamino)propyle (2 équivalents). Temps de 
réaction: 30 h. Eluant de chromatographie: Et2O/MeOH 8:2 puis CH2Cl2/MeOH 9:1. 
Rendement: 45%. Mp = 45-47°C. 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.05 (m, 2H, CH2), 
2.32 (s, 6H, NCH3), 2.52 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH2), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 
4.53 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH2), 6.83 (dd, 1H, J = 2.1, 8.5 Hz, HAr), 6.94 (broad s, 1H, HAr), 6.96 
(d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.51 (d, 1H, J = 8.5 Hz, HAr), 7.66 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.68 (s, 
1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H+). Anal. Clcd pour C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 
7.64. Trouvé: C, 72.10; H, 7.10; N, 7.67. 
1-(4-Diméthylaminobutyl)-5,7-diméthoxy-3-phényl-1H-quinolin-2-one (16) (produit 
BJINT016) 
 Rendement: 8%. Produit huileux. 1H RMN (300 MHz, CDCl3): δ 1.98-2.07 (m, 2H, 
CH2), 2.29 (s, 6H, NCH3), 2.51 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH2), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, 
OCH3), 4.55 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2), 6.97 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.03 (dd, 1H, J = 2.3, 8.8 
Hz, HAr), 7.21 (d, 1H, J = 2.3 Hz, HAr), 7.56 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 
HAr), 7.88 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H+). Anal. Calcd pour C22H26N2O3: C, 72.11; 
H, 7.15; N, 7.64. Trouvé: C, 72.37; H, 7.28; N, 7.51. 
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Table des abréviations
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ADP: adenosine diphosphate 
Bcl2: B-cell lymphoma 2  
BSA:  bovine serum albumine  
CHO: chinese Hamster Ovarian 
DMEM: Dubelco modified Eagle’s 
medium  
DMSO : diméthylsulfoxide 
EFS: établissement français du sang 
ELISA:  enzyme-linked immunosorbent 
assay 
ERK: extracellular signal regulated kinase 
FAK: focal adhesion kinase 
FERM: four.seven (4.7) ezrin, radixine, 
moesin 
FGFR: fibroblast growth factor receptor 
GAG: glycosaminoglycanes 
GST: gluthatione-S-transférase ICAP-1: 
integrin associated protein-1 
HRP: Horse Radish Peroxidase 
IF: immunofluorescence 
ILK: integrin linking kinase 
IMD: integrin mediated death 
IPP: interaction protéine-protéine 
ITC: isothermal titration calorimetry 
LAD: leukocyte adhesion deficiency 
LFA-1: lymphocyte function-associated 
antigen-1 
LIBS: ligand inducing binding sites 
LMP: leucoencéphalopathie multifocale 
progressive 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
MEC: matrice extracellulaire 
MMP: matrix metalloproteases 
NF-B: nuclear factor B 
NLS: nuclear localization sequence 
natural killers 
PBS:  phosphate buffered saline 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
PIP2: phosphodylinositol-(4,5)-
biphosphate 
PKC: protein kinase C4 
PPP : plasma pauvre en plaquettes 
PRP : plasma riche en plaquettes 
PVDF : polyvinyldifluoride 
PTB: phosphotyrosine binding 
RGD: arginine glycine acide aspartique 
RIAM: Rap-1-GTP interacting adaptor 
molecule 
RMN: Résonance magnétique nucléaire 
RPM: rotations par minute 
SHARPIN: SHANK-associated RH 
domain protein 
SPR: surface Plasmon resonance 
TA: température ambiante 
TBS : TRIS-buffered saline 
TGF-: transforming growth factor- 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
vWF: von Willebrand factor 
WAVE: WASP-family verprolin-
homologous protein 
WASP: Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
WB: western blot 
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 Ci-après se trouve la version finale de l’article traitant des résultats de ce travail de thèse. Cet 
article intitulé “Targeting integrin cytoplasmic domains with 3-aryl-2-quinolone derivatives: a 
new class of antagonists of kindlin dependent integrin activation” a été soumis pour parution dans 
Chemistry and Biology (Cell Press) et était en révision au moment de la soutenance de thèse. 
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Dear Editor, 
 
Please find enclosed a manuscript entitled: " Targeting integrin cytoplasmic domains with 3-aryl-2-
quinolone derivatives: a new class of antagonists of kindlin dependent integrin activation." 
Due to their crucial role in physiological and pathological processes, integrins have long been 
considered as very attractive therapeutic targets. However with only one exception, all those 
antagonists are usually based on extracellular matrix derivatives or substrate competitors that block 
integrin interaction with the cellular micro environment. Unfortunately, they also act as agonists of 
outside-in signaling resulting in dramatic side effects which significantly reduce the use of the related 
therapeutic strategies. The manuscript describes the first non peptidic small molecule that directly 
targets integrin  tails and impairs its activation step. While direct interaction of the drug with the 
cytoplasmic tail was demonstrated by NMR studies, a combination of Cell Biology and Biochemistry 
approaches provide strong evidence that the small molecule directly inhibits the recruitment of kindlin 
on the  integrin cytoplasmic domain in vivo and ex vivo, thereby inhibiting integrin activation. The 
therapeutic potential is further analyzed using platelets that are considered as a good system to 
evaluate integrin dependent processes. As expected for a molecule that impedes integrin activation the 
drug was shown to effectively block platelets activation and aggregation. Not only we provide, for the 
first time, the proof of concept of the effectiveness of targeting the integrin cytoplasmic domain using 
non peptidic small molecule but, in addition, we show that the drug effectively acts as an anti-
thrombotic agent. Finally we provide a structure activity relationship study carried out on 20 different 
compounds of the family that establishes the bases of future optimization strategies. 
Knowing the strong therapeutic potential of the 3-aryl-2-quinolone derivatives, we are strongly 
convinced that this manuscript provides an exhaustive study with a general interest in clinical research 
as well as basic research. 
Therefore we hope that you will judge that this work deserves starting up the review process for 
publication in Chemistry & Biology, and we are looking forward to hearing from you. 
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HIGHLIGHTS 
 Due to their crucial role in physiological and pathological processes, integrins have long 
been considered as very attractive therapeutic targets. However integrin antagonists are 
usually based on extracellular matrix derivatives or substrate competitors that block 
integrin interaction with the cellular micro environment. Unfortunately, they also act as 
agonists of outside-in signaling resulting in dramatic side effects which significantly 
reduce the use of the related therapeutic strategies.  
 Herein we describe the first non peptidic small molecule that directly targets integrin tails 
and inhibits the recruitment of kindlin and the subsequent integrin activation.  
 The therapeutic potential is further analyzed using platelets whose activation strictly 
depends on integrin and we show that the drug acts as an anti-thrombotic agent.  
 Finally we provide a structure activity relationship study carried out on 20 different 
compounds of the family that establishes the bases of future optimization strategies. 
ABSTRACT 
We previously reported the anti-migratory function of 3-aryl-2-quinolone derivatives, chemically 
close to flavonoids (Joseph et al., 2002). Herein we further investigated the action of these 
molecules on cell adhesion. Our studies showed that some 3-aryl-2-quinolone derivatives were 
able not only to prevent osteoblast spreading, but also to disrupt already established focal 
adhesions in a dose dependent and reversible manner. Direct Interaction between our lead 
compound and the 3 integrin cytoplasmic tail was shown by NMR. This interaction occurs at the 
most membrane distal NxxY motif, a region that binds kindlins, a major integrin co-activator. 
Further investigations demonstrated the blockade of the kindlin-2 recruitment on 3 and 1 
integrin cytoplasmic domains in vitro, while ectopic expression of kindlin-2 shifted our lead 
compound (BJINT006) IC50 to higher concentration in cellulo. In vivo, BJINT006 is able to inhibit 
platelet spreading, aggregation, and clot retraction, processes that directly rely on integrin 
activation. Finally, we provide a structure activity relationship study carried out on 20 different 
compounds of the family that establishes the bases of future optimization strategies. Therefore, 
3-aryl-2-quinolone derivatives are a novel class of integrin antagonists with anti-thrombotic 
activity that directly target the inner face of integrin IIb3 in platelets. 
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INTRODUCTION 
 Many physiological and pathological 
processes are largely dependent on cell 
adhesion to the surrounding extracellular 
matrix (ECM). Integrins, the main cell 
adhesion receptors, are transmembrane, 
heterodimeric proteins composed of a large 
extracellular domain that interacts with 
specific ECM proteins and a short 
cytoplasmic tail which recruits a complex 
and dynamic platform of proteins involved in 
both signaling and mechanical functions.  
 Integrins are central regulators of 
cell fate and have raised a great interest as 
therapeutics targets (Cox, et al., 2010; 
Goodman and Picard; Mousa, 2002; Niu and 
Chen, 2011). So far many of the twenty four 
known integrin heterodimers have been 
targeted due to their involvement in 
immunity (Evans, et al., 2009), cancer 
(Desgrosellier and Cheresh, 2010), and 
processes such as platelet aggregation or 
angiogenesis (Silva, et al., 2008). Some 
integrin inhibitors are undergoing late-stage 
clinical trials in cancer, inflammation, 
autoimmune disorders and thrombosis 
treatment. Most of integrin targeting 
compounds, including monoclonal 
antagonists, peptide derivatives and small 
molecule inhibitors, were designed on a 
ligand-based strategy. They mimic all or part 
of the binding domain of integrin substrates, 
often recognized through their RGD motif. 
Such molecules act as competitors and 
efficiently prevent integrin mediated cell 
attachment or platelet aggregation. 
Unfortunately though, they also act as 
partial agonists of integrin signaling (Legler, 
et al., 2001), leading to significant side 
effects that have, so far, drastically reduced 
the use of the related therapeutic strategies 
(Armstrong and Peter, 2012; Major, 2010; 
Reynolds, et al., 2009). 
 Extracellular stimuli lead to a direct 
interaction between the -integrin 
cytoplasmic tail and the FERM-like domain of 
talin, which is regarded as a major integrin 
activator (Calderwood, et al., 2002; Critchley 
and Gingras, 2008). The interaction of 
integrin cytosolic domain with talin unclasps 
the complex between  and  subunit tails 
(Vinogradova, et al., 2002; Wegener, et al., 
2007), triggering conformational changes 
along transmembrane and extracellular 
integrin domains. This rearrangement allows 
the shift between the integrin “low affinity 
state”, where the extracellular domain is 
folded toward the membrane resulting in 
access hindrance for extracellular ligands, to 
an extended, “high affinity state" where the 
interaction with the extracellular matrix is 
favored. However, talin alone is not 
sufficient to trigger full integrin activation. 
Kindlins can also interact directly with the 
integrin cytoplasmic tail through a FERM-like 
domain (Karakose, et al., 2010) on a motif 
distinct from the talin binding site and act as 
a talin cofactors required for effective 
integrin activation. 
 As these cytoplasmic partners are 
essential for both integrin mediated 
adhesion and signaling, blocking their 
interaction with integrins is regarded as an 
alternative way to develop new strategies 
for integrin based therapies with expected 
prevention or reduction of the dramatic side 
effects encountered so far. Consistent with 
this view, recent data showed that a cell-
permeable small molecule that is able to 
efficiently inhibit the integrin 4 subunit and-
paxillin interaction may be used in anti-
inflammatory treatment (Kummer, et al., 
2010). This inhibition abrogates 4-integrin 
mediated responses in T-cells while 
maintaining integrin-independent responses. 
 Herein we describe a family of potent 
inhibitors: the 3-aryl-2-quinolone derivatives 
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targeting the integrin cytoplasmic tail. These 
compounds, that share similarities with 
flavonoids, were first described as cell 
migration inhibitors (Joseph, et al., 2002). 
The strong link between cell migration and 
focal adhesion (FA) dynamics prompted us 
to investigate the effect of those 
compounds on adhesive structures. Indeed, 
BJINT006, the lead compound of this study, 
strongly impacted FA assembly and 
dynamics in a reversible and dose-dependent 
manner. We provided evidence of the direct 
interaction of BJINT006 with  integrin 
cytoplasmic tail. This interaction prevented 
kindlin binding on integrins, likely resulting in 
an integrin activation defect that may 
explain by itself the subsequent cell 
adhesion impairment observed under 
BJINT006 treatment. Since platelet 
activation is a physiological process that is 
strictly dependent on the integrin IIb3, 
platelets were treated with BJINT006 to 
assess its anti-thrombotic potential. As 
expected the treated platelets showed 
impaired spreading and aggregation and 
were unable to trigger efficient clot 
retraction, suggesting a possible use of 3-
aryl-2-quinolone derivatives as anti-
thrombotic agents. 
  
RESULTS  
BJINT006 treatment triggers FA 
disassembly in a dose dependent and 
reversible manner – Integrins are 
important receptors involved in cell 
migration by orchestrating the clustering 
of proteins at or near the plasma 
membrane. We generated mesenchymal 
cell line (pre-osteoblasts) expressing an 
important integrin regulator kindlin-2 
fused to eGFP to dynamically monitor 
adhesive structures such as focal 
adhesions or focal complexes. To 
improve focal adhesion assembly, the 
cells were seeded on fibronectin coated 
coverslips and allowed to spread for 90 
minutes. Under these conditions the cells 
were nicely spread and displayed typical 
peripheral focal adhesions (Fig. 1A). 
However, addition of BJINT006 to the 
medium triggered cell rounding up at the 
lowest concentrations tested, along with 
a clear kindlin-2 delocalization from focal 
adhesions. Increasing the BJINT006 
concentration finally resulted in cell 
detachment which was estimated using 
Crystal Violet staining (Figure 1.B). This 
quantification showed that BJINT006 
activity on cell adhesion was dose-
dependent. 
 Having shown that the molecule 
was able to interfere with focal adhesion 
formation/stability we asked whether it 
could prevent cell adhesion. Cells were 
first incubated in suspension with 
increasing concentrations of the drug 
and then let to attach and spread for 90 
minutes. Quantification of the number of 
cells attached to the plates indicated 
that the compound not only triggered FA 
disassembly but was also able to prevent 
their formation within the same 
concentration range (Figure 1.C).  
 To assess whether the molecule 
was irreversibly fixed to its target or not, 
medium containing BJINT006 was 
removed and the cells were extensively 
washed before being allowed to spread 
for 1h. After the drug wash-out, the cells 
assembled again FA, showing that 
BJINT006 inhibitory activity was 
reversible (Figure 1.D). In addition we 
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observed that the BJINT006 dependent 
inhibition of adhesion was not 
dependent on the specific ECM protein 
used to coat coverslips since cell 
rounding up and detachment was also 
observed on either type I collagen or 
vitronectin (Supplementary data, Figure 
S1).  
The actomyosin network is not 
responsible for BJINT006 induced cell 
spreading defects  – Along with adhesive 
structures, the actin cytoskeleton and 
cell contractility machinery are key 
players of cell migration (Ridley, 2011). 
Reciprocally, the modulation of 
cytoskeleton dynamics or cell 
contractility dramatically impact on 
adhesive structures assembly and 
pattern. To test whether BJINT006 
adhesion inhibition depends on one of 
these cellular processes, we treated GFP-
kindlin-2 expressing pre-osteoblasts with 
a combination of BJINT006 and 
Blebbistatin, a specific myosin-II inhibitor 
(Kovacs, et al., 2004), or with a 
combination of BJINT006 with TRITC-
conjugated Phalloïdin (Figure 2.A), a 
toxin that binds polymerized actin, thus 
stabilizing the cytoskeleton (Orban, et 
al., 2008). Phalloïdin or Blebbistatin at 10 
µM were added to cells during their 
spreading and BJINT006 was added 2h 
later. When cell contractility was 
inhibited with Blebbistatin, the cells 
displayed a greater projected area 
compared to untreated cells. However, 
BJINT006 treatment for two hours 
resulted in cell rounding up. Similarly, 
TRITC-Phalloïdin induced stabilization of 
the actin network did not counteract the 
BJINT006 effect on cell spreading, 
although the entry of phalloïdin into the 
cells was efficient since microfilament 
staining was clearly visualized. 
Altogether these results strongly 
suggested that the cytoskeleton is not 
the primary target of the drug.  
Integrin engagement in cell adhesion is 
necessary for BJINT006 full activity – 
Having shown that BJINT006 action was 
unlikely due to a modification of actin 
dynamics or cell contractility, we 
wondered whether integrins or 
associated proteins might be directly 
targeted by the molecule. Indeed, if the 
protein platform, recruited around 
integrin cytoplasmic tails, or the integrins 
themselves were the molecular target of 
BJINT006, the compound should be 
ineffective on cell adhesion when this 
latter process does not require integrin 
engagement with the ECM substrate. To 
address this question, we studied 
BJINT006 adhesion inhibition on cells 
spread on fibronectin and compared it to 
cells attached to poly-lysine, a substrate 
known to support cell adhesion in an 
integrin-independent manner (Juliano, et 
al., 2001). When seeded on poly-lysine, 
the cells, although being adherent, did 
not spread on the substrate. Addition of 
BJINT006 reduced cell attachment by 
50% on poly-lysine, while cell attachment 
on fibronectin was reduced by more than 
90%. Therefore, poly-lysine mediated 
adhesion was significantly more resistant 
to the drug compared to integrin 
dependent adhesion such as fibronectin 
(Figure 2.B and C). 
BJINT006 binds to the 3 cytoplasmic tail 
- To find out whether BJINT006 binds 
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directly to integrin cytoplasmic tails, we 
performed the well characterized NMR 
chemical shift mapping experiments on 
3 integrin cytoplasmic domain. The 
unlabeled compound was titrated into 
the solution of 15N-labeled non-
phosphorylated β3 and associated 
chemical shift perturbations were 
monitored. This titration was performed 
at BJINT006 to β3 ratios of 1:1, 1:3, 1:6 and 
1:9, while maintaining a constant pH 
throughout the experiment. As a control, 
the effect of DMSO solvent titration onto 
β3 chemical shifts was calibrated. 
Chemical shift changes, plotted as a 
function of the residue number in β3 
(Figure 3.A), clearly indicate that 
BJINT006 directly interacts with the β3 
integrin cytoplasmic tail. The amides with 
perturbed chemical shifts are spread 
throughout the β3 sequence. The most 
affected are residues A735-K738, which 
precede W739 known to interact with the 
lipid bilayer (Vinogradova, et al., 2004), 
and the wide region surrounding sorting 
NPxY747/ NxxY759 motifs, known to 
interact with phosphotyrosine binding 
(PTB) domains of intracellular signaling 
mediators (Ma, et al., 2007). It should be 
noted that the extent of the observed 
chemical shift perturbations is rather 
small, which is probably caused by rapid 
reversibility and/or low affinity of the 
interaction as well as the highly dynamic 
nature of β3 integrin cytoplasmic tail in 
solution (Deshmukh, et al., 2011). 
However, the perturbations are 
reproducible, concentration-dependent 
and reach saturation at a BJINt006 to β3 
ratio of about 8:1. On the other hand, 
chemical shift changes within the 
membrane-proximal hydrophobic region 
(717LLITI721) were not concentration 
dependent and are most probably of 
non-specific nature. 
Next, as we noticed that the region 
surrounding potential tyrosine 
phosphorylation sites of β3 integrins was 
perturbed, we decided to investigate 
how the actual phosphorylation will 
affect BJINT006 binding. We have 
performed the same chemical shift 
mapping experiments as described 
above on 15N-labeled β3 cytoplasmic tail 
mono-phosphorylated at Y747. As could 
be seen from the Figure 3.B, chemical 
shift perturbations are reduced to below 
the noise level (~0.017 ppm), manifesting 
the fact that Y747 phosphorylation 
inhibits binding.  
 
BJINT006 impairs 3 cytoplasmic 
tail/kindlin interaction – Since the amino 
acids perturbed by BJINT006 on non-
phosphorylated the 3 integrin 
cytoplasmic tail include the region 
surrounding NPxY747/ NxxY759 motifs that 
encompasses the binding sites of talin 
and kindlins, we studied the possible 
competition between the small molecule 
and these proteins for the interactions 
with the integrin intracellular domain. 
Pull-down assays were carried out to 
investigate the interaction between 
overexpressed DsRed-talin head domain 
or endogenous kindlin-2 and GST-3 
cytoplasmic domain in presence or 
absence of BJINT006 (Figure 3.C). While 
no differences could be observed in 
talin/3 integrin interaction, kindlin-2 
interaction with the 3 cytoplasmic 
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domain was significantly reduced by the 
drug (Figure 3C). At the cellular level, 
increasing kindlin-2 expression resulted 
in the increase in IC50 of BINToo6 from 
10±1.9 µM to 14±2.3 µM (Student test 
p=10-8) (Figure 3D) strongly suggesting 
that the competitive impairment of 
kindlin interaction with integrins was the 
major cause of the cell adhesion 
inhibition observed. 
Platelets activation processes are 
impaired upon BJINT006 treatment –The 
drug interaction with the  tail likely 
prevent kindlin-3 binding as well as 
kindlin-2 since both isoforms are sharing 
the same binding site., BJINT006 likely 
inhibits full integrin activation. While 
doing so, it should block most of integrin 
activation dependent physiological 
processes. It has been well characterized 
that platelets activation processes such 
as platelets spreading, clot retraction, 
and platelets aggregation are largely 
dependent on IIb3 activation. Indeed, 
the switch from low to high affinity 
states is required for platelets to spread 
and aggregate. In addition, IIb3 
provides the physical link between the 
platelet cytoskeleton and the fibrin 
network, which is essential for clot 
retraction. Therefore, we first checked 
whether BJINT006 was able to prevent 
platelet spreading upon activation. 
Similarly to what was found with pre-
osteoblasts, platelets spreading was 
abrogated by BJINT006. This inhibition 
was not restricted to a specific ECM 
protein since in the presence of the drug 
the platelets neither spread on collagen 
nor on fibrinogen, two proteins that 
engage different integrin heterodimers 
(Figure 4.A). The inhibition by the 
molecule was also dose dependent 
(Figure 4.B).  
 Platelet aggregation requires 
IIb3 linkage with fibrinogen. However, 
when IIb3 fails to be activated, platelet 
aggregation is impaired. Indeed, in the 
presence of BJINT006, collagen-induced 
platelet aggregation was dramatically 
reduced in a dose dependent manner 
(Figure 4.C). This result clearly fits with 
the view that integrin activation was 
impaired under the treatment with 
BJINT006. Similar results were obtained 
when aggregation was induced with ADP 
(Figure S4). Finally, we studied the ability 
of treated platelets to achieve clot 
retraction which arises from the 
transmission of actomyosin forces to the 
fibrin network through IIb3. At high 
concentration of BJINT006 (200 µM), the 
clots fail to retract compared to control 
or low drug concentrations (Figure 4.D). 
The fact that higher concentrations of 
the compound were needed than the 
ones used to inhibit platelet aggregation 
or spreading may arise from the non-
specific absorption of the molecule to 
plasma proteins. Nevertheless, these 
experiments showed that, as expected 
for an antagonist of integrin activation, 
BJINT006 exhibited powerful 
antithrombotic activity.  
The activity of BJINT family members is 
closely related to their structure – To 
address the structure-activity 
relationship of 3-aryl-2-quinolone 
derivatives, we tested twenty 
compounds with modifications at their 
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lateral positions (Figure 5). All the 
molecules were tested using the 
adhesion assay. It appeared that the 
presence of a tertiary amine on R3 is 
required for BJINT family members to 
impede cell adhesion. Higher steric 
occupation around the amine may alter 
molecule activity depending on the 
lateral chain attachment to the 
backbone. Modification of the lateral 
chain length has little effect on the 
compound activity whereas increasing 
chain rigidity (BJINT018) seems to impair 
its activity, as does the suppression of R1 
and R2 methoxy- substitutions. Whether 
longer chains can be introduced at these 
positions has yet to be investigated. This 
opportunity may raise the perspective of 
coupling the molecule with 
fluorochrome or other relevant tool to 
further study the activity of these 
compounds.  
DISCUSSION 
 The data presented indicate that 
the previously described 3-aryl-2-
quinolone derivatives inhibition of cell 
migration was likely due to the ability of 
these compounds to alter the integrity of 
cell adhesive structures.  
 Since our experiments ruled out 
the possibility that BJINT006 activity was 
directly linked to cell contractility or actin 
cytoskeleton dynamics, it seemed likely 
that the drug targets directly some 
constituents of the integrin linked 
adhesive structures. One striking 
property of BJINT006 is its integrin 
dependence associated with the lack of 
specificity toward extracellular matrix 
components. It suggested that the drug 
is interacting with a protein or protein 
motif that is always present in focal 
adhesions, while being crucial for their 
stability. This oriented our investigations 
towards integrin activators such as 
kindlins, talin, or the  integrin subunit 
cytosolic tails that share many features 
among the family, whereas the 
extracellular domains or  subunit tails 
are more divergent. 
 NMR shift mapping indicated that 
in addition to A735-K738residues of the 3 
cytoplasmic tail, BJINT006 interacts with 
a region encompassing the two 
NPxY/NPxY-like motifs corresponding to 
the binding sites of many integrin 
partners including talin, the major 
integrin activator, and its co-activators, 
the kindlins. Indeed, in pull down assays, 
the drug efficiently impaired kindlin-2/3 
interaction, but had no effect on 
talin/integrin interaction. Within the cells, 
kindlins were described to potentiate 
talin interaction and subsequent integrin 
activation. However, under physiological 
conditions, not only the talin head 
domain, but also the talin tail may 
participate to the integrin activation 
process, which also requires the 
disruption of the saline bridge and 
separation of  and  cytoplasmic 
domains. At least in solution, control ITC 
experiments showed that BJINT006 
does not affect alpha/beta tail 
interaction (Figure S4). While evidence 
has recently been provided that talin 
head and kindlin can interact at the same 
time on integrin tail (Bledzka, et al., 
2012), the spatiotemporal roles of these 
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two major players are yet to be 
unraveled. Finally ectopic expression of 
Kindlin-2 shifts the IC50 towards the 
higher concentration that strongly 
suggest that BJINT006 competes with 
kindlin-2 under within the cells.
 Kindlins are major co-activators of 
many integrin types involved in a variety 
of pathologies for review see (Bouvard, 
et al., 2013). By interfering with kindlin 
binding to the  integrin cytoplasmic tail, 
BJINT006 likely prevents a general 
mechanism that leads to the receptor 
switch to the high-affinity conformation. 
This is consistent with FA disruption and 
adhesion and migration defects 
observed upon drug treatment as well as 
the lack of specificity towards matrix 
components. As expected for such a 
mechanism, BJINT006 blocks all the 
integrin dependent processes in platelets 
and is therefore a potential anti-
thrombotic agent. 
 Structure activity relationship 
studies with twenty members of the 3-
aryl quinolone derivatives shed some 
light on important structural features 
required for the improvement of the 
molecule efficiency. Higher affinity 
compounds will allow structural studies 
that should help optimizing the BJINT 
family members to reach the 
submicromolar affinity, thus opening the 
doors to therapeutic uses. By blocking 
the integrin cytoplasmic face, this new 
class of molecules is expected to 
minimize integrin outside-in signaling 
that is a major drawback of all RGD-
mimetic agents presently used in 
therapy. Inhibiting integrin signaling by 
direct interfering in interactions within 
its cytoplasmic tail has long been 
thought to be a potent way to suppress 
unwanted downstream signaling 
pathways (Cox, et al., 2010). The proof of 
concept that such a strategy can be 
achieved has been provided a couple of 
years ago when 4-integrin/paxillin 
interaction has been inhibited by a small 
molecule (Kummer et al., 2010). 
 Our work provides the first 
example of small molecular weight 
molecule able to cross the plasma 
membrane and impair integrin activation 
by direct inhibition of its interaction with 
one of its activators. It demonstrates 
that this class of compounds can be 
efficiently used to block a physiological 
process, i.e. platelet activation.
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Reagents and antibodies – Fibronectin 
was purified from bovine plasma as 
described previously (Engvall, E., and 
Ruoslahti, E., 1977) , rat tail collagen I was 
purchased from Becton Dickinson (Pont-
de-Claix, France), vitronectin from Life 
Science Invitrogen (Saint-Aubin France) 
and fibrinogen from EMD Millipore 
(Molsheim, France). Poly-lysine was 
obtained from Sigma-Aldrich (L'isle-
d'Abeau France). Monoclonal antbodies 
raised against Kindlin-2 (clone 3A3) and 
talin (clone TA205) were purchased from 
EMD-Millipore. 3 integrin mAb was 
obtained from Emfret (Eibelstadt, 
Germany). Various Alexa-488 conjugated 
antibodies were obtained from 
Invitrogen and HRP-coupled antibodies 
from Biorad (Marnes-la-Coquette, 
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France). Blebbistatin was purchased 
from EMD Millipore, TRITC-phalloidin and 
Thrombin from Sigma-Aldrich and 
collagen for platelet aggregation assays 
from Helena Biosciences. 
 Plasmids and cell lines – Talin 
head was inserted in pDsRed C1 plasmid 
(Clonetech, Saint-Germain-en-Laye, 
France) and transfected in pre-
osteoblasts using Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) according to provider 
procedure. GFP-Kindlin-2 expressing pre-
osteoblasts were obtained as previously 
described (Brunner, et al., 2011). 
 Cell immunostaining – Cells were 
fixed with 4% PFA, platelets with 4% 
neutral formalin (Sigma-Aldrich). They 
were permeabilized with 0.2% Triton X100 
in PBS and incubated with appropriate 
primary antibodies in PBS- supplemented 
with 10% goat serum- 0.1% Tween. After 3 
washes, the coverslips were incubated 
with appropriate secondary antibodies. 
Cells were mounted in Mowiol solution 
and imaged on an inverted microscope 
(Axioimager, Carl Zeiss S.A.S., LePecq 
France). 
 Cell spreading assay – Cell 
adhesion was assayed as previously 
described (Yan, 2008). Briefly, 96-wells 
plates were coated with 5 µg/mL of 
fibronectin overnight. Washed twice 
with PBS, the wells were then blocked in 
1% BSA for 1h at 37°C. Cells (1.104/well) in 
suspension were incubated with or 
without BJINT molecule for half an hour 
at 37°C before being allowed to adhere 
for 30 min. Cells were washed with PBS 
and fixed in 10% methanol – 10% acetic 
acid before staining in 0.5% Crystal Violet 
(Sigma Aldrich)- 10% methanol for 10 min 
at room temperature. Wells were rinsed 
three times before dissolving the dye in 
10% acetic acid at 37°C for 15 minutes. 
Absorbance at 620 nm was read on an 
Anthos AD3405 plate reader (Beckman 
Coulter, Villepinte France). 
 Adhesion inhibition assay – The 
ability of 3-aryl-2-quinolone derivatives 
to detach spread cells was assayed by 
modifying the spreading assay protocol. 
Plates were coated as described above. 
Cells were allowed to spread for 1h at 
37°C then the medium was removed and 
replaced by medium containing the 
tested molecule at the desired 
concentration. Cells were treated for 1h 
then washed before fixation and 
coloration as described above. 
 Cell spreading on various 
substrates – Coverslips were coated 
either with 10 µg.mL-1 fibronectin or 
vitronectin in PBS at 4°C overnight or 20 
µg.mL,-1 collagen for 1h at 37°C in 0.2M 
acetic acid. The coated coverslips are 
then blocked with 1% BSA for 1h at 4°C. 
Cells expressing GFP-kindlin-2 were 
incubated in PBS 5% BSA for 45 min at 
37°C before being allowed to spread on 
the coated coverslips overnight in DMEM 
with 10% fibronectin free FCS. Medium is 
then replaced with medium containing 
the tested molecule or the 
corresponding volume of DMSO. The 
cells were incubated 1h at 37°C before 
prior fixation.   
 Spreading on poly-lysine versus 
fibronectin – Cells spread on fibronectin 
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(integrin dependent) or poly-lysine 
(integrin independent) 35-mm-diameter 
hydrophobic dishes were coated 
overnight at 4°C with 10 µg.mL-1 
fibronectin or 100 µg.mL-1 poly-lysine. 
Fibronectin coated dishes were then 
blocked with 1% BSA while poly-lysine 
coating was continued for 1h at 37°C. 
Cells expressing GFP-kindlin-2 were 
incubated in 5% BSA for 1h at 37°C before 
being centrifuged and resuspended in 
DMEM with 10% fibronectin free FCS and 
allowed to spread on dishes for 2h. 
Medium was then removed and replaced 
with DMEM with fibronectin free serum 
containing BJINT006 at 12.5 or 25 µM. 
Cells were incubated for 1h at 37°C before 
fixation. Remaining cells were then 
manually counted on 15 microscope 
fields. 
 Preparation of human platelet-
rich plasma (PRP) and Platelet-poor 
plasma (PPP) – Human PRP and PPP 
were prepared as previously described 
(Sadoul, et al., 2012). Briefly, non-
therapeutic buffy coats were diluted 
with an equal volume of PBS and 
centrifuged 10 minutes at 400g at RT. 
The upper phase corresponding to the 
PRP was collected. and a part of the 
lower erythrocyte rich fraction is kept for 
the clot retraction assay, as mentioned 
below. PPP is obtained by collecting the 
supernatant after centrifugation of PRP 
for 5 min at 2200 g.  
Platelet spreading assay – A number of 
1.106 platelets/well in 400µL of PBS 
supplemented with BJINT006 at the 
tested concentrations were seeded into 
24-wells plates containing fibrinogen- or 
collagen-coated coverslips. After 
centrifugation (3 minutes, 600g, RT), 
platelets were further incubated for 30 
minutes before fixation.  
Platelet aggregation assay - For 
aggregation assays PRP was adjusted to 
a platelet concentration of 3x108/ml with 
PPP and different concentrations of 
BJINToo6 or vehicle were added. Platelet 
aggregation was induced by adding 50 ul 
of collagen (20 ug/ml in 0.9% NaCl) to 150 
ul PRP and evaluated using an APACT 
4004/LABiTec aggregometer.  
 Clot retraction assay - PRP was 
adjusted to 3x108 platelets/ml with PPP, 
400 µl were pipetted into an aggregation 
tube and 2 μl of an erythrocyte rich 
fraction (see PRP preparation) was 
added for color contrast. After an initial 5 
min incubation at 37°C coagulation was 
induced by adding 4 µl of thrombin (1000 
U/ml H2O, 0.1% BSA) and mixing with a 
plastic inoculation loop. After 10 min the 
clots were removed, and placed into new 
tubes containing 400 µl PBS. Pictures 
were taken for visual inspection and the 
remaining extruded serum volume was 
measured for quantitative evaluation of 
clot retraction.  
Expression and Purification - Cloning, 
expression, and purification the β3 
cytoplasmic tail in non- and mono-
phosphorylated forms have been 
described previously (Deshmukh, et al., 
2011; Vinogradova, et al., 2002). To 
produce 15N-labled proteins, cells were 
grown in M9 minimal medium containing 
15NH4Cl (1.1 g/liter) as the sole source of 
nitrogen.  
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 NMR Spectroscopy - Chemical 
shift assignments of β3 cytoplasmic tail 
have been determined previously 
(Deshmukh, et al., 2011; Vinogradova, et 
al., 2002). All the NMR experiments were 
performed on Varian 600 MHz magnet 
equipped with inverse-triple resonance 
cold-probes and were processed with 
NMRPipe (Delaglio, et al., 1995) and 
analyzed by CCPN software suite 
(Vranken, et al., 2005). 1H-15N HSQC 
titration experiments were performed at 
25 °C in water containing up to 2% DMSO 
(used to solubilize BJINT006) at pH 6.1. 
Integrin β3 concentration was 0.1 mM.  
  
 ACKNOWLEDGMENTS 
S.F. was supported by a fellowship from 
the CNRS and the Ligue Nationale Contre 
le Cancer. X.L. was supported by 
American Heart Association. We thank Pr 
Benoît Polack (Grenoble Hospital) for 
giving us access to the aggregometer 
facility, Dr. C. Albiges-Rizo and Dr. L. 
Lafanechere (IAB Grenoble) for fostering 
us working with small molecules.  
13 
 
REFERENCES 
Armstrong, P.C., and Peter, K. (2012). 
GPIIb/IIIa inhibitors: from bench to bedside 
and back to bench again. Thromb Haemost 
107, 808-814. 
Bledzka, K., Liu, J., Xu, Z., Perera, H.D., Yadav, 
S.P., Bialkowska, K., Qin, J., Ma, Y.Q., and 
Plow, E.F. (2012). Spatial coordination of 
kindlin-2 with talin head domain in interaction 
with integrin beta cytoplasmic tails. J Biol 
Chem 287, 24585-24594. 
Bouvard, D., Pouwels, J., De Franceschi, N., 
and Ivaska, J. (2013). Integrin inactivators: 
balancing cellular functions in vitro and in 
vivo. Nat Rev Mol Cell Biol 14, 432-444. 
Brunner, M., Millon-Fremillon, A., Chevalier, 
G., Nakchbandi, I.A., Mosher, D., Block, M.R., 
Albiges-Rizo, C., and Bouvard, D. (2011). 
Osteoblast mineralization requires beta1 
integrin/ICAP-1-dependent fibronectin 
deposition. J Cell Biol 194, 307-322. 
Calderwood, D.A., Yan, B., de Pereda, J.M., 
Alvarez, B.G., Fujioka, Y., Liddington, R.C., and 
Ginsberg, M.H. (2002). The phosphotyrosine 
binding-like domain of talin activates 
integrins. J Biol Chem 277, 21749-21758. 
Cox, D., Brennan, M., and Moran, N. (2010). 
Integrins as therapeutic targets: lessons and 
opportunities. Nat Rev Drug Discov 9, 804-
820. 
Critchley, D.R., and Gingras, A.R. (2008). Talin 
at a glance. J Cell Sci 121, 1345-1347. 
Delaglio, F., Grzesiek, S., Vuister, G.W., Zhu, 
G., Pfeifer, J., and Bax, A. (1995). NMRPipe: a 
multidimensional spectral processing system 
based on UNIX pipes. J Biomol NMR 6, 277-
293. 
Desgrosellier, J.S., and Cheresh, D.A. (2010). 
Integrins in cancer: biological implications and 
therapeutic opportunities. Nat Rev Cancer 10, 
9-22. 
Deshmukh, L., Meller, N., Alder, N., Byzova, T., 
and Vinogradova, O. (2011). Tyrosine 
phosphorylation as a conformational switch: A 
case study of integrin Beta3 cytoplasmic tail. J 
Biol Chem. 
Evans, R., Patzak, I., Svensson, L., De Filippo, 
K., Jones, K., McDowall, A., and Hogg, N. 
(2009). Integrins in immunity. J Cell Sci 122, 
215-225. 
Goodman, S.L., and Picard, M. Integrins as 
therapeutic targets. Trends Pharmacol Sci 33, 
405-412. 
Joseph, B., Darro, F., Behard, A., Lesur, B., 
Collignon, F., Decaestecker, C., Frydman, A., 
Guillaumet, G., and Kiss, R. (2002). 3-Aryl-2-
quinolone derivatives: synthesis and 
characterization of in vitro and in vivo 
antitumor effects with emphasis on a new 
therapeutical target connected with cell 
migration. J Med Chem 45, 2543-2555. 
Juliano, R.L., Aplin, A.E., Howe, A.K., Short, S., 
Lee, J.W., and Alahari, S. (2001). Integrin 
regulation of receptor tyrosine kinase and G 
protein-coupled receptor signaling to 
mitogen-activated protein kinases. Methods 
Enzymol 333, 151-163. 
Karakose, E., Schiller, H.B., and Fassler, R. 
(2010). The kindlins at a glance. J Cell Sci 123, 
2353-2356. 
Kovacs, M., Toth, J., Hetenyi, C., Malnasi-
Csizmadia, A., and Sellers, J.R. (2004). 
Mechanism of blebbistatin inhibition of 
myosin II. J Biol Chem 279, 35557-35563. 
Kummer, C., Petrich, B.G., Rose, D.M., and 
Ginsberg, M.H. (2010). A small molecule that 
inhibits the interaction of paxillin and alpha 4 
integrin inhibits accumulation of mononuclear 
leukocytes at a site of inflammation. J Biol 
Chem 285, 9462-9469. 
Legler, D.F., Wiedle, G., Ross, F.P., and Imhof, 
B.A. (2001). Superactivation of integrin 
alphavbeta3 by low antagonist 
concentrations. J Cell Sci 114, 1545-1553. 
Ma, Y.Q., Qin, J., and Plow, E.F. (2007). 
Platelet integrin alpha(IIb)beta(3): activation 
mechanisms. J Thromb Haemost 5, 1345-1352. 
Major, E.O. (2010). Progressive multifocal 
leukoencephalopathy in patients on 
immunomodulatory therapies. Annu Rev Med 
61, 35-47. 
Mousa, S.A. (2002). Anti-integrin as novel 
drug-discovery targets: potential therapeutic 
and diagnostic implications. Curr Opin Chem 
Biol 6, 534-541. 
Niu, G., and Chen, X. (2011). Why integrin as a 
primary target for imaging and therapy. 
Theranostics 1, 30-47. 
Orban, J., Lorinczy, D., Hild, G., and Nyitrai, M. 
(2008). Noncooperative stabilization effect of 
phalloidin on ADP.BeFx- and ADP.AlF4-actin 
filaments. Biochemistry 47, 4530-4534. 
14 
 
Reynolds, A.R., Hart, I.R., Watson, A.R., Welti, 
J.C., Silva, R.G., Robinson, S.D., Da Violante, G., 
Gourlaouen, M., Salih, M., Jones, M.C., et al. 
(2009). Stimulation of tumor growth and 
angiogenesis by low concentrations of RGD-
mimetic integrin inhibitors. Nat Med 15, 392-
400. 
Ridley, A.J. (2011). Life at the leading edge. 
Cell 145, 1012-1022. 
Sadoul, K., Wang, J., Diagouraga, B., Vitte, A.L., 
Buchou, T., Rossini, T., Polack, B., Xi, X., 
Matthias, P., and Khochbin, S. (2012). HDAC6 
controls the kinetics of platelet activation. 
Blood 120, 4215-4218. 
Silva, R., D'Amico, G., Hodivala-Dilke, K.M., 
and Reynolds, L.E. (2008). Integrins: the keys 
to unlocking angiogenesis. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol 28, 1703-1713. 
Vinogradova, O., Vaynberg, J., Kong, X., Haas, 
T.A., Plow, E.F., and Qin, J. (2004). Membrane-
mediated structural transitions at the 
cytoplasmic face during integrin activation. 
Proc Natl Acad Sci U S A 101, 4094-4099. 
Vinogradova, O., Velyvis, A., Velyviene, A., Hu, 
B., Haas, T., Plow, E., and Qin, J. (2002). A 
structural mechanism of integrin 
alpha(IIb)beta(3) "inside-out" activation as 
regulated by its cytoplasmic face. Cell 110, 
587-597. 
Vranken, W., F., Boucher, W., Stevens, T., J., 
Fogh, R., H., Pajon, A., Llinas, M., Ulrich, E., L., 
Markley, J., L., Ionides, J., and Laue, E., D. 
(2005). The CCPN data model for NMR 
Spectroscopy. Proteins 59, 687-696. 
Wegener, K.L., Partridge, A.W., Han, J., 
Pickford, A.R., Liddington, R.C., Ginsberg, 
M.H., and Campbell, I.D. (2007). Structural 
basis of integrin activation by talin. Cell 128, 
171-182. 
15 
 
FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1 – BJINT006 promotes focal adhesions disassembly in a reversible and dose dependent 
manner.  
(A) Suppression of cell spreading on fibronectin coated coverslips (5 µg.mL-1) under BJINT006 
treatment. The cells were spread 1h30 before treatment, and treated for 1h (bottom right). (B) 
Normalization of cell spreading on fibronectin under treatment compared to untreated cells 
(control) or cells treated with vehicle (DMSO). The cells were spread for 1h30, treated for 1h. After 
fixation, they were stained with Crystal Violet (0.5% w:v) and optical density was read at 620 nm. 
(C) Normalization of cell attachment under treatment compared to untreated cells (control) or 
cells treated with vehicle (DMSO). The cells were incubated in suspension with BJINT006 for half 
an hour before allowing them to spread 30 minutes. The cells were subsequently treated as 
above. (D) Reversibility of BJINT006 after 1 hour drug wash-out.  
 
Figure 2 - BJINT006 inhibition is independent on cell contractility and cytoskeleton dynamics but 
involves integrins. 
(A) Cells were allowed to spread for 2h hours on fibronectin coated coverslips in presence of 10 
µM blebbistatin or 10 µM TRITC-phalloïdin. BJINT006 at 12.5 or 25 µM in DMSO was then added 
directly in cells medium and treatment allowed pursuing for 2h. Cells were fixed in 4% PFA, Neither 
cell contractility inhibition under Blebbistatin nor Phalloïdin-induced cytoskeleton stabilization 
prevent cell rounding up after BJINT006 treatment. (B) Cells were seeded on fibronectin or poly-
lysine for 2h before 1h BJINT006 treatment. The cells attached on poly-lysine are significantly 
resistant to BJINT006 treatment compared to cells spread on fibronectin. (C) Quantification of 
cells binding assays. 15 fields were counted for each condition and the graph summarizes three 
independent experiments. 
 
Figure 3 – BJINT006 directly binds to the b3 cytoplasmic tail and impairs kindlin-2/integrin 
interaction.
(A) Chemical shift changes in 1H-15N HSQC spectra of β3 upon BJINT006 titration. Bars are colored 
according to the different ratios: 1:3 is shown in dark green, 1:6 – in pale green and 1:9 in bright 
green; Delta [ppm] refers to the combined HN and N chemical shift changes according to the 
equation: Δδ(HN,N) = ((ΔδHN
2 + 0.2(ΔδN)
2)1/2, where Δδ = δbound-δfree; The insets show 
superimposition of HSQC spectra for several individual residues displaying significant shifts 
(colored according to the ratios as described above; β3 alone is shown in black). (B) Chemical shift 
differences obtained from the 1H-15N HSQC spectra of Y747 mono-phosphorylated β3 upon 
BJINT006 titration. The same coloring scheme is used and the inset shows superimposition of 
HSQC spectra for the same individual residues as in panel A. (C) Quantification of pull-down assay: 
the ratio between talin or kindlin specific signal on loading has been quantified and BJINT006 or 
DMSO ratios have been normalized on control ratio (left panel); pull-down assays on GST-3 beads 
incubated for 4h with CHO cells lysate (right panel). (D) BJINT006 IC50 was established for control 
cells and cells ectopically expressing kindlin-2 using the adhesion assay described above.
 
Figure 4 - BJINT006 inhibits IIb3 mediated platelet activation related processes.  
(A) BJINT006 prevents platelets activation and spreading on both collagen and fibrinogen coated 
surfaces. (B) Platelet average area is the ratio between the number of platelets and the total 
occupied area (u.a) in one camera field. Measurements were made for 10 fields per experimental 
condition, showing that BJINT006 inhibition of platelet spreading is dose dependent. Upper panel 
and lower panel are quantifications of the platelet spreading on fibrinogen and collagen, 
respectively. (C) Collagen induced aggregation is inhibited by BJINT006 in a dose dependent 
manner. (D) Clot retraction is induced by thrombin addition on PRP. BJINT006 prevents a proper 
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clot retraction, resulting in a diffuse clot (left) and in the diminution of the extruded serum 
volume that was measured 10 minutes after thrombin addition (right). 
 
Figure 5 - The activity of BJINT family members is closely related to their structure. 
Structure-activity relationship of 3-aryl-2-quinolones and derivatives on cell spreading and 
attachment. BJINT003, BJINT006 and derivatives impair cell spreading and attachment mediated 
by focal adhesions. The activities have been estimated using at least three different assays where 
cells have been spread on fibronectin, fixated and stained with crystal violet. 
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OMe
MeO
OMe
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R
N
OMe
MeO
OMe
OMe
BJINT005  
Name R 
Compound 1 -H 
BJINT001 -(CH2)2-CN 
BJINT002 -(CH2)2-(tétrazol-2-yl) 
BJINT004 -(CH2)3-CN 
 
BJINT003 and correlated structures 
N
R2
MeO
R1
O
R3
N
OMe
MeO
OMe
O
N(Me)2
BJINT007  
 R1, R2, R3 
Cell spreading inhibition 
(IC50, M) 
Cell attachment inhibition 
(IC50, M) 
BJINT003 R1, R2 = OMe, R3 = -(CH2)3-N(Me)2 9.34 ± 1.35 14.88 ± 2.14 
BJINT007 / 17.06 ± 2.12 17.23 ± 1.08 
BJINT008 R1, R2 = OMe, R3 = -(CH2)2-N(Me)2 15.49 ± 2.07 20.66 ± 2.31 
BJINT010 R1, R2 = OMe, R3 = -(CH2)4-N(Me)2 9.61 ± 0.34 9.22 ± 0.19 
BJINT011 R1, R2 = OMe, R3 = -(CH2)3-N(Et)2 9.41 ± 0.59 16.77 ± 1.57 
BJINT013 R1 = H, R2 = OMe, R3 = -(CH2)3-N(Me)2 33.23 ± 4.57 42.67 ± 7.54 
BJINT015 R1 = OMe, R2 = H, R3 = -(CH2)3-N(Me)2 No activity No activity 
 
BJINT006 and correlated structures 
N
R2
MeO
R1
R3  
 R1, R2, R3 
Cell spreading inhibition 
(IC50, M) 
Cell attachment inhibtion 
(IC50, M) 
BJINT006 R1, R2 = OMe, R3 = -O(CH2)3-N(Me)2 13.43 ± 1.96 18.44 ± 1.67 
BJINT009 R1, R2 = OMe, R3 = -O(CH2)2-N(Me)2 14.9 ± 2.23 22 ± 2.83 
BJINT012 R1, R2 = OMe, R3 = -O(CH2)3-N(Et)2 32.35 ± 2.69 34.89 ± 1.39 
BJINT014 R1 = H, R2 = OMe, R3 = -O(CH2)3-N(Me)2 21.27 ± 3.28 23 ± 2.64 
BJINT016 R1 = OMe, R2 = H, R3 = -O(CH2)3-N(Me)2 24.71 ± 4.12 34 ± 2.90 
BJINT017 R1, R2 = OMe, R3 = -O(CH2)4-N(Me)2 11.27 ± 0.44 18.22 ± 1.54 
BJINT018 R1, R2 = OMe, R3 = -CΞC-CH2-N(Me)2 30.29 ± 3.34 66 ± 2.83 
BJINT019 R1, R2 = OMe, R3 = -(CH2)3-N(Me)2 21.08 ± 3.51 31.11 ± 8.15 
 
Figure 5
SUPPLEMENTAL INFORMATION 
 
SUPPLEMENTAL DATA 
Figure S1 - BJINT006 cell adhesion inhibition is not specific to an ECM substrate.  
Cells were spread overnight on fibronectin, collagen or vitronectin 10µg/mL. BJINT006 was added at 
different concentrations and exhibited a dose-dependent activity. 
  
  
Supplemental Text and Figures
Figure S2 - Synthesis strategy for BJINT molecules family. 
 
Figure S3 – BJINT006 inhibits platelet aggregation induced by ADP 
ADP induced aggregation is inhibited by BJINT006 in a dose dependent manner. 
 
  
Figure S4 – BJINT006 does not impairs IIB/3 interaction.  
ITC titration curves are identical with or without the drug. 
 
 
SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Chemistry General Procedures - Commercial reagents (Fluka, Aldrich) were used without 
purification. Solvents were distillated prior to use. All reactions requiring anhydrous 
conditions were conducted in flame-dried apparatus. Melting points were determined 
using a Büchi capillary instrument and are uncorrected. IR spectra were recorded on a 
Perkin-Elmer 681 infrared spectrophotometer. 1H NMR spectra were recorded on a Bruker 
Avance 300 MHz spectrometer. Chemical shifts are reported in ppm () relative to 
tetramethylsilane as an internal standard. Mass spectra were recorded with a Perkin-
Elmer SCIEX API spectrometer. Elemental analyses were performed on a Thermoquest 
Flash 1112 series EA analyzer. Thin Layer Chromatography (TLC) analyses were conducted 
on aluminium sheets silica gel Merck 60F254. The spots were visualized using an ultraviolet 
light. Flash chromatography was carried out on silica gel 60 (40-63 µm, Merck) using the 
indicated solvents. The light petroleum ether refers to the fraction boiling at 40-60°C. 
Compound 1, BJINT001, BJINT002, BJINT003, BJINT004, BJINT005, BJINT006, BJINT007, 
BJINT008 and BJINT009 were synthesized as described previously (18) and provided by 
Benoît Joseph’s research group. Other BJINT compounds were synthetized as described 
on Figure S2. 
2-{4-[5,7-Dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-2-oxo-2H-quinolin-1-yl]butyl}isoindole-1,3-dione 
(2) - Under argon atmosphere, sodium hydride (300 mg, 12.5 mmol, 60% oil dispersion) 
was added portionwise to a solution of 5,7-dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl-1,2-dihydro-2-
quinolone 1 (1.5 g, 4.8 mmol) in dry DMF (30 mL) at 0°C. The mixture was stirred for 15 min 
at 0°C, and then N-(4-bromobutyl)phthalimide (3.12 g, 11.0 mmol) in dry THF/DMF (3:1, 40 
mL) was added. The final mixture was stirred at 90°C for 18 h. The solvent was evaporated 
and the crude residue was partitioned between H2O (20 mL) and CH2Cl2 (20 mL). After 
extraction, the organic layers were dried over MgSO4 and concentrated in vacuo. The 
residue was purified by column chromatography (eluent petroleum ether/EtOAc 2:1 then 
1:1) to give 2 (758 mg, 38%). Mp = 171-172 °C. 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.70 (broad s, 
4H, CH2), 3.63 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, 
OCH3), 4.40 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH2), 6.44 (d, 1H, J = 1.5 Hz, HAr), 6.54 (broad s, 1H, HAr), 6.95 
(d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.61 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.83 (broad s, 4H, HAr), 7.97 (s, 1H, HAr). 
MS (IS): m/z 513 (M + H+). Anal. calcd for C30H28N2O6: C, 70.30; H, 5.51; N, 5.47. Found: C, 
70.05; H, 5.45; N, 5.56. 
1-(4-Aminobutyl)-5,7-dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-1H-quinolin-2-one (3) - A solution of 
2 (348 mg, 0.68 mM) and hydrazine hydrate (43.0 µL, 0.83 mmol) in EtOH (7 mL) was 
stirred at reflux overnight. The solvent was evaporated and the crude residue was taken 
up in 1N HCl (20 mL) and washed with EtOAc (2 x 20 mL). The aqueous layer was basified 
with 1N NaOH (pH=10) and extracted with EtOAc (4 x 20 mL). The organic layers were 
dried over MgSO4 and concentrated in vacuo to give 3 (238 mg, 92%). The compound was 
used without further purification. Mp = 190-192°C (EtOAc). 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 
δ 1.43-1.52 (m, 2H, CH2), 1.64-1.74 (m, 2H, CH2), 2.62 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH2), 3.79 (s, 3H, 
OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 4.28 (t, 2H, J = 7.5 Hz, CH2), 4.35 (broad s, 2H, 
NH2), 6.49 (d, 1H, J = 1.7 Hz, HAr), 6.61 (broad s, 1H, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.63 
(d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.00 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 383 (M + H
+). Anal. Calcd for 
C22H26N2O4: C, 69.09; H, 6.85; N, 7.32. Found: C, 68.91; H, 6.86; N, 7.36. 
1-(4-Dimethylaminobutyl)-5,7-dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-1H-quinolin-2-one 
(BJINT010) - A solution of 3 (225 mg, 0.59 mM), 37% HCHO in H2O (0.18 mL, 2.36 mmol) and 
AcOH (0.18 mL, 4.72 mmol) in MeOH (3 mL) was stirred at reflux overnight. After cooling, 
the medium was acidified until pH=1 with 10N HCl and washed with EtOAc. The aqueous 
layer was basified with 5N NaOH (pH=10) and extracted with CH2Cl2 (3 x 20 mL). The 
organic layers were dried over MgSO4 and concentrated in vacuo to give BJINT010 (194 
mg, 80%). Oil. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.65-1.73 (m, 2H, CH2), 1.78-1.90 (m, 2H, CH2), 
2.30 (s, 6H, NCH3), 2.42 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH2), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.92 
(s, 3H, OCH3), 4.32 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH2), 6.29 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.45 (d, 1H, J = 1.9 Hz, 
HAr), 6.94 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.68 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.13 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 
411 (M + H+). Anal. Calcd for C24H30N2O4: C, 70.22; H, 7.37; N, 6.82. Found: C, 70.33; H, 7.40; 
N, 6.77. 
1-(4-Diethylaminopropyl)-5,7-dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-1H-quinolin-2-one 
(BJINT011) - According to the procedure described for the synthesis of 2, N-alkyl and O-
alkyl compounds BJINT011 and BJINT012 were prepared from 1 (1 equivalent) and 3-
(diethylamino)propyl chloride (2 equivalents). Reaction time: 3 h. Eluent chromatography: 
Et2O/MeOH 8:2 and then CH2Cl2/MeOH 9:1. Yield: 44%. Oil. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.35 
(t, 6H, J = 7.3 Hz, CH3), 2.40-2.50 (m, 2H, CH2), 3.06-3.20 (m, 6H, CH2), 3.83 (s, 3H, OCH3), 
3.92 (s, 3H, OCH3), 4.00 (s, 3H, OCH3), 4.42 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH2), 6.31 (d, 1H, J = 1.9 Hz, 
HAr), 6.46 (d, 1H, J = 1.9 Hz, HAr), 6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.63 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 
8.16 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 425 (M + H
+). Anal. Calcd for C25H32N2O4: C, 70.73; H, 7.60; N, 
6.60. Found: C, 70.62; H, 7.55; N, 6.71. 
{3-[5,7-Dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)quinolin-2-yloxy]propyl}diethylamine (BJINT012) 
- Yield: 7%. Mp = 52-54°C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.04 (t, 6H, J = 7.3 Hz, CH3), 1.95-2.05 
(m, 2H, CH2), 2.50-2.75 (m, 6H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, 
OCH3), 4.51 (t, 2H, J = 6.2 Hz, CH2), 6.39 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.81 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 
6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.57 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.25 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 425 
(M + H+). Anal. Calcd for C25H32N2O4: C, 70.73; H, 7.60; N, 6.60. Found: C, 70.67; H, 7.62; N, 
6.67. 
1-(4-Dimethylaminopropyl)-5,7-dimethoxy-3-phenyl-1H-quinolin-2-one (BJINT013) - 
According to the procedure described for 2, N-alkyl and O-alkyl compounds BJINT013 and 
BJINT014 were prepared from 5,7-dimethoxy-3-phenyl-1,2-dihydro-2-quinolone 4 (18) (1 
equivalent) and 3-(dimethylamino)propyl chloride (2 equivalents). Reaction time: 3 h. 
Eluent chromatography: Et2O/MeOH 8:2 and then CH2Cl2/MeOH 9:1. Yield : 51%. Mp = 90-
92°C (Et2O washing). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.10 (m, 2H, CH2), 2.34 (s, 6H, NCH3), 
2.54 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH2), 3.93 (s, 6H, OCH3), 4.38 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH2), 6.30 (d, 1H, J = 
1.9 Hz, HAr), 6.54 (s, 1H, HAr), 7.29-7.43 (m, 3H, HAr), 7.71-7.74 (m, 2H, HAr), 8.19 (s, 1H, HAr). 
MS (IS): m/z 367 (M + H+). Anal. Calcd for C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 7.64. Found: C, 
71.88; H, 7.02; N, 7.50. 
{3-[5,7-Dimethoxy-3-phenylquinolin-2-yloxy]propyl}dimethylamine (BJINT014) - Yield: 9%. 
Mp = 102-104°C (Et2O washing). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.05 (m, 2H, CH2), 2.27 (s, 
6H, NCH3), 2.48 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH2), 3.93 (s, 6H, OCH3), 4.53 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2), 6.40 
(d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.82 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 7.31-7.45 (m, 3H, HAr), 7.60-7.65 (m, 2H, 
HAr), 8.30 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H
+). Anal. Calcd for C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; 
N, 7.64. Found: C, 72.33; H, 7.17; N, 7.52. 
1-(4-Dimethylaminopropyl)-7-methoxy-3-(4-methoxyphenyl)-1H-quinolin-2-one (BJINT015) 
- According to the procedure described for 2, N-alkyl and O-alkyl compounds BJINT015 
and BJINT016 were prepared from 7-methoxy-3-(4-methoxyphenyl)-1,2-dihydro-2-
quinolone 5 (18) (1 equivalent) and 3-(dimethylamino)propyl chloride (2 equivalents). 
Reaction time: 30 h. Eluent chromatography: Et2O/MeOH 8:2 and then CH2Cl2/MeOH 9:1. 
Yield : 45%. Mp = 45-47°C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.95-2.05 (m, 2H, CH2), 2.32 (s, 6H, 
NCH3), 2.52 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH2), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3), 4.53 (t, 2H, J = 7.3 
Hz, CH2), 6.83 (dd, 1H, J = 2.1, 8.5 Hz, HAr), 6.94 (broad s, 1H, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 
HAr), 7.51 (d, 1H, J = 8.5 Hz, HAr), 7.66 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.68 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 
367 (M + H+). Anal. Calcd for C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 7.64. Found: C, 72.10; H, 7.10; N, 
7.67. 
1-(4-Dimethylaminobutyl)-5,7-dimethoxy-3-phenyl-1H-quinolin-2-one (BJINT016) - Yield: 
8%. Oil. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.98-2.07 (m, 2H, CH2), 2.29 (s, 6H, NCH3), 2.51 (t, 2H, J 
= 7.0 Hz, CH2), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3), 4.55 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2), 6.97 (d, 
2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.03 (dd, 1H, J = 2.3, 8.8 Hz, HAr), 7.21 (d, 1H, J = 2.3 Hz, HAr), 7.56 (d, 2H, 
J = 8.8 Hz, HAr), 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.88 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 367 (M + H
+). Anal. 
Calcd for C22H26N2O3: C, 72.11; H, 7.15; N, 7.64. Found: C, 72.37; H, 7.28; N, 7.51. 
{4-[5,7-Dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)quinolin-2-yloxy]butyl}dimethylamine (BJINT017) 
- To a solution of 4-dimethylaminobutanol (0.15 mL, 1.13 mmol) in DMF (7.5 mL) was 
added sodium (21 mg, 0.91 mmol) at 0°C. The mixture was warmed to room temperature 
and after complete consumption of sodium, copper (24 mg, 0.91 mmol) and 2-chloro-5,7-
dimethoxy-(4-methoxyphenyl)quinoline 6 (32) (123 mg, 0.37 mmol) were added. The final 
mixture stirred at 110°C for 40 h. After evaporation of the solvent, the crude residue was 
purified by column chromatography (eluent CH2Cl2/MeOH 97:3 and then 9:1) to give 
BJINT017 (15 mg, 10%). Oil. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.55-1.90 (m, 4H, CH2), 2.42 (s, 6H, 
NCH3), 2.64 (, 2H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 6H, OCH3), 4.51 (t, 2H, J = 4.7 Hz, CH2), 
6.40 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.81 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.54 (d, 
2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.25 (s, 1H, HAr). MS (IS): m/z 411 (M + H
+). Anal. Calcd for C24H30N2O4: C, 
70.22; H, 7.37; N, 6.82. Found: C, 70.04; H, 7.55; N, 6.88. 
{3-[5,7-Dimethoxy-(4-methoxyphenyl)quinolin-2-yl]prop-2-ynyl}dimethylamine 
(BJINT018) - A solution of 6 (85 mg, 0.26 mM), N,N-dimethylprop-2-ynylamine (139 µL, 1.30 
mmol), PdCl2(PPh3)2 (18 mg, 0.03 mmol), CuI (5 mg, 0.03 mmol) and Et3N (144 µL, 1.04 
mmol) in DMF (2 mL) was stirred at 60°C for 5 h. The solution was diluted by addition of 
CH2Cl2 (20 mL), washed with 2% NH4OH (20 mL) and brine. The organic layer was dried 
over Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by column 
chromatography (eluent Et2O/MeOH 8:2) to give BJINT018 (91 mg, 94%). Mp = 70-72°C 
(EtOAc/PE). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 2.20 (s, 6H, NCH3), 3.48 (s, 2H, CH2), 3.85 (s, 3H, 
OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCH3), 6.50 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 
Hz, HAr), 7.03 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 7.56 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.35 (s, 1H, HAr). MS (IS): 
m/z 377 (M + H+). Anal. Calcd for C23H24N2O3: C, 73.38; H, 6.43; N, 7.44. Found: C, 73.57; H, 
6.27; N, 7.51C, H, N. 
{3-[5,7-Dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)quinolin-2-yl]propyl}dimethylamine (BJINT019) - 
To a solution of BJINT018 (80 mg, 0.21 mmol) in EtOH (3 mL) was added 10% Pd/C (20 mg). 
The final mixture was stirred overnight under 5 bars of hydrogen at room temperature. 
The catalyst was removed by filtration over Celite (MeOH elution). After evaporation of 
the solvent, the residue was purified by column chromatography (CH2Cl2/MeOH 95:5 to 
9:1) to give BJINT019 (66 mg, 82%). Mp = 82-84°C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 2.00-2.11 (m, 
2H, CH2), 2.45 (s, 6H, NCH3), 2.64 (t, 2H, J = 7.7 Hz, CH2), 2.95 (t, 2H, J = 7.5 Hz, CH2), 3.87 (s, 
3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCH3), 6.49 (d, 1H, J = 2.1 Hz, HAr), 6.97 (broad s, 
1H, HAr), 6.98 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 7.28 (d, 2H, J = 8.8 Hz, HAr), 8.21 (s, 1H, HAr). MS (IS): 
m/z 381 (M + H+). Anal. Calcd for C23H28N2O3: C, 72.61; H, 7.42; N, 7.36. Found: C, 72.69; H, 
7.45; N, 7.40.  
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Les flavonoïdes sont étudiés depuis des années pour leurs propriétés préventives et leur potentiel 
comme agents thérapeutiques. Plusieurs mécanismes pourraient intervenir dans leur activité anti-
cancéreuse dont une inhibition de l’adhérence et de l’étalement cellulaire et une inhibition des 
propriétés invasives des cellules cancéreuses. Les dérivés de 3-aryl-2-quinolones sont structurellement 
proches des flavonoïdes et ont été caractérisés comme étant des composés anti-migratoires (Joseph et 
Al., J.Med.Chem, 2002). Comme la migration cellulaire est hautement dépendante des structures 
adhésives assemblées par la cellule, nous avons étudié l’activité de ces composés sur les adhérences 
focales et fibrillaires. Ces larges complexes protéiques impliquent notamment les intégrines et leurs 
partenaires cytoplasmiques les liant au cytosquelette. Les intégrines permettent à la cellule de 
percevoir son microenvironnement et de s’y adapter. Les structures d’adhérence contenant les 
intégrines sont en retour capables de contrôler cet environnement (dégradation matricielle, 
fibrillogenèse…). Nos travaux montrent que les dérivés de 3-aryl-2-quinolone sont capables d’inhiber 
l’étalement cellulaire et de provoquer le désassemblage de structures adhésives préalablement établies 
de façon dose-dépendante et indépendamment de la composition de la matrice extracellulaire. 
L’activité des composés est finement liée à leur structure et de légères modifications de la composition 
chimique de leur chaîne latérale peuvent inhiber leur activité. Nous avons pu établir une relation 
structure-activité pour cette famille de composés et avons étudié les mécanismes moléculaires menant 
au désassemblage des structures d’adhérences quand les cellules sont traitées par ces molécules. Des 
études par RMN ont montré une interaction directe entre le chef de file de cette famille de composés et 
le domaine cytoplasmique des intégrines à chaîne béta 3 et nous avons pu montrer que cette interaction 
inhibait la liaison sur l’intégrine de l’un de ces activateurs, la kindline. L’agrégation plaquettaire est 
dépendante de l’activation des intégrines et constitue un excellent système d’étude physiologique pour 
les inhibiteurs de ces récepteurs. Le chef de file des dérivés de 3-aryl-2-quinolone est capable 
d’inhiber l’agrégation plaquettaire et la formation du thrombus, ce qui en fait un bon candidat 
médicament comme anti-thrombotique. 
Mots clés : intégrine, 3-aryl-2-quinolone, kindline, anti-thrombotique 
Flavonoïds have been studied for years for their potential chemopreventive and chemotherapeutic 
action. Several mechanisms might account for their anticancer activity, among which inhibition of cell 
adhesion and spreading, or inhibition of tumor cell invasion. 3-aryl-2-quinolone derivatives are 
chemical structures close to flavonoïds and were first designed as anti-migratory agents (Joseph et Al., 
J.Med.Chem, 2002). As cell migration is highly dependent on the cell adhesion machinery, we decided 
to investigate the action of these molecules on focal and fibrillar adhesions. These large protein 
complexes include heterodimeric transmembrane proteins, the integrins, and their cytoplasmic 
interactors able to link to the cytoskeleton. Integrins allow microenvironment sensing and cellular 
response to it. Adhesive structures containing integrins are also able to control cell microenvironment 
(matrix degradation, fibrillogenesis…). Our studies show that 3-aryl-2-quinolone derivatives are able 
not only to prevent cell spreading but also to disrupt already well-established focal adhesions in a 
reversible and ECM composition independent manner. The activity of the molecule is closely linked 
with its structure, as very slight modification of the lateral chain of the compound can totally impair its 
activity. Our work is focused on establishing a Structure-Activity Relationship of 3-aryl-2-quinolone 
derivatives and on investigating the molecular mechanisms underlying this activity. Osteoblasts 
treatment by 3-aryl-2-quinolone derivatives triggers a rapid disassembly of focal and fibrillar 
adhesions. NMR experiments show a direct interaction between the lead compound of the family and 
3 integrin cytoplasmic tail and pull-down assay show that it is able to reduce the interaction between 
3 integrin and kindlin, one of its coactivator. As platelet activation is an archetype of 3 integrin 
activation, we tested the activity of 3-aryl-2-quinolone on this physiological process. Under treatment, 
platelets failed to become activated and are unable to trigger thrombus formation, providing an interest 
to the 3-aryl-2-quinolone derivatives as potential anti-thrombotic agents. 
Key Words : integrin, 3-aryl-2-quinolone, kindlin, anti-thrombotic 
 
